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 Résumé 
Dans le thymus, la présentation par les cellules stromales  thymiques (cellules épithéliales (TEC) ou 
dendritiques (DC)) de peptides dérivés de protéines du soi associés au complexe majeur 
d’histocompatibilité de classe II (CMH-II) est un mécanisme essentiel au développement des lymphocytes 
T CD4 (LT CD4) et à la sélection du répertoire de récepteur à l’antigène (TCR) qu’elles expriment. Ainsi, 
une interaction de faible intensité entre le TCR exprimé par les thymocytes  et les complexes pMHC est 
nécessaire à la sélection positive des thymocytes alors qu’une interaction de forte affinité conduira à la 
délétion.   
L’apprêtement des protéines dans la voie de présentation du CMH-II dépend d’une protéolyse séquentielle  
impliquant un ensemble de protéases de spécificité relativement imprécise.  Ainsi des protéases peuvent 
promouvoir ou empêcher la génération de certains peptides pouvant se lier aux molécules de CMH-II. La 
protéase à sérine spécifique du thymus (TSSP) est exprimée dans le thymus par les TEC du cortex et les DC 
thymiques, mais pas par les DC en périphérie. Différentes études suggèrent que TSSP serait une protéase 
de la voie de présentation du CMH-II qui limiterait par des mécanismes encore inconnus la présentation 
de certains antigènes du « soi » dans le thymus et notamment par les DC.  Ainsi TSSP limiterait la tolérance 
au « soi » dans le thymus. Notamment, nous avons montré que les souris NOD déficientes en TSSP (NOD 
Tssp°) sont résistantes au diabète de type 1 (T1D) corrélé à une délétion accrue de cellules T CD4 
spécifiques de certains antigènes associés au T1D. Ainsi, les souris NOD Tssp° sont partiellement 
tolérantes à S100β, un antigène des îlots de Langerhans associé au développement du T1D. Afin de mieux 
comprendre l’impact de la sélection négative sur le répertoire autoréactif, nous avons analysé le 
répertoire de cellules T CD4 spécifiques de S100β chez des souris NOD sauvages (WT) et NOD Tssp°.  Bien 
que relativement divers, le répertoire TCRαβ présente, dans les deux souches de souris,  un biais pour des 
réarrangements TCRα dominants et publics de faible avidité. Des cellules T CD4 de forte avidité exprimant 
un répertoire privé sont retrouvées chez les souris NOD WT mais sont sélectivement délétés chez les 
souris NOD Tssp°.  Ainsi, l’augmentation de la disponibilité en antigène favorise la délétion de cellules T de 
fortes avidité. 
Parallèlement, nous avons analysé l’effet de l’absence de TSSP sur le développement d’une autre 
pathologie autoimmune médiée par les cellules T CD4, l’encéphalomyélite autoimmune expérimentale 
(EAE) induite par le peptide MOG35-55. Les souris NOD Tssp° développent une pathologie moins sévère que 
les souris sauvage.  Cette réduction de sévérité résulte, au moins en partie, d’une diminution de l’avidité et 
de la fonctionnalité des cellules T CD4 encéphalitogènes spécifiques de MOG35-55.  
L'ensemble de ces travaux et les études précédentes de notre équipe suggère que TSSP, en régulant 
négativement la présentation antigénique, empêche la tolérance au soi et ainsi favorise l'émergence d'un 
répertoire TCR autoréactif de haute avidité pour l'antigène. Dans ce contexte, le maintien de TSSP au cours 
de l'évolution est surprenant. Néanmoins, l'absence de TSSP entraîne également une réduction de réponse 
spécifique de certains antigènes du non soi. Ainsi, dans le thymus, TSSP en limitant la tolérance au soi  
permettrait une diversification du répertoire TCR. 
 Abstract 
In the thymus, the presentation by thymic stromal cells (epithelial (TEC) or dendritic cells (DC)) of 
peptides derived from self-proteins associated with the major histocompatibility complex class II (MHC-II) 
is an essential mechanism for the development of CD4 T cells (CD4) and selection of their antigen receptor 
(TCR) repertoire. Thus, a low intensity interaction between the TCR expressed by thymocytes and pMHC 
complexes is necessary for the positive selection of thymocytes while a high affinity interaction lead to  its 
deletion. 
The processing of proteins for MHC-II presentation pathway is dependent of sequential proteolysis 
involving a set of protease with a relatively imprecise specificity. Proteases can therefore promote or 
inhibit the generation of certain peptides that can bind to MHC-II molecules. The thymus specific serine 
protease (TSSP) is expressed in the thymus by cortical TEC and thymic DC, but not by DC in the periphery. 
Various studies suggest that TSSP is a protease of MHC-II presentation pathway which could limit, by 
some unknown mechanisms, the presentation of certain self-antigens in the thymus and in particular by 
DC. Thus, TSSP might limit self-tolerance in the thymus. In particular, we have shown that TSSP-deficient 
NOD mice (NOD Tssp°) are resistant to type 1 diabetes (T1D) correlated with an increased deletion of CD4 
T cells specific for certain antigens associated with T1D. Thus, NOD Tssp° are partially tolerant to S100β, a 
Langerhans islet antigen associated with the development of T1D. To better understand the impact of 
negative selection on the self-reactive repertoire, we analyzed the S100β-specific CD4 T cells repertoire of 
NOD wildtype (WT) and NOD Tssp° mice. Although it’s relatively diverse, the TCRαβ repertoire presents, 
in both strains of mouse, a bias to low-avidity dominant and public TCRα rearrangements. High avidity 
CD4 T cells expressing a private repertoire are found in NOD WT mice but are selectively deleted in NOD 
Tssp° mice. Thus, increasing the availability of antigen promotes high avidity T cells deletion. 
In parallel, we analyzed the effect of the absence of TSSP on the development of another autoimmune 
disease mediated by CD4 T cells, the experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE) induced by the 
MOG35-55 peptide. NOD Tssp° mice develop a less severe pathology than WT mice. This reduction of 
severity results, at least in part, in a decrease of avidity and functionality of encephalitogenic MOG35-55- 
specific CD4 T cells. 
Taken together, this work and previous studies from our team suggests that TSSP, by negatively regulating 
antigen presentation, prevents self-tolerance and thus promotes the emergence of a self-reactive TCR 
repertoire of high avidity for the antigen. In this context, maintaining TSSP during evolution is surprising. 
Nevertheless, the absence of TSSP also reduces the specific response against some non-self-antigens. Thus, 
in the thymus, TSSP by limiting self-tolerance would allow the diversification of the TCR repertoire. 
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2 
L’immunité, du latin immunitas qui signifie exempt, est constituée d’un ensemble de 
mécanismes visant à protéger l’organisme contre les infections. Parmi ces mécanismes, 
il existe un certain nombre de barrières qui empêchent les pathogènes de pénétrer dans 
l’organisme. Certaines de ces barrières sont physiques comme la peau ou les sécrétions 
mucosales. D’autres sont chimiques comme la variation du pH le long du tractus digestif. 
Si ces barrières sont franchies par un pathogène, l’organisme va activement lutter afin 
d’éliminer le pathogène. Cette immunité active est l’œuvre du système immunitaire qui 
regroupe un ensemble de types cellulaires d’origine hématopoïétique et de mécanismes 
dont la fonction est de préserver l’intérieur de l’organisme de toute infection. Un 
élément clé dans le développement du système immunitaire est sa capacité à distinguer 
entre elle les molécules constituant l’organisme, le « soi », les molécules constituant les 
pathogènes, le « non-soi » et les molécules altérées de l’organisme que l’on peut qualifier 
de « soi transformé ». Le système immunitaire peut être divisé en deux composantes. Le 
système immunitaire inné est constitué de types cellulaires non spécifiques qui 
s’activent en reconnaissant des motifs moléculaires conservés entre les pathogènes ou 
des signaux de danger. Le système immunitaire adaptatif est lui en revanche constitué 
de types cellulaires, les lymphocytes T CD4, T CD8 et B, qui reconnaissent 
spécifiquement leur cible. 
 
La notion de spécificité signifie que chaque cellule du système immunitaire adaptatif 
exprime un récepteur qui lui est propre et n’est activée que par la reconnaissance d’un 
antigène particulier via ce récepteur. Ainsi, de par cette notion de spécificité, le système 
immunitaire adaptatif est capable de fournir une réponse adaptée à l’élimination de 
chaque pathogène. En réalité, cette vision est réductrice et la spécificité d’un lymphocyte 
T ou d’un lymphocyte B ne se restreint pas à un seul et unique antigène. Chaque cellule 
est en fait capable de reconnaitre un ensemble d’antigènes partageant des propriétés 
structurales ou chimiques entre eux. C’est l’affinité avec laquelle le récepteur à l’antigène 
exprimé par les lymphocytes T (TCR) ou par les lymphocytes B (BCR) qui définit si une 
cellule va être activée ou non en présence de cet antigène. L’autre particularité du 
système immunitaire adaptatif est la notion de mémoire immunologique. Les 
lymphocytes qui sont activés en reconnaissant spécifiquement un antigène prolifèrent et 
une partie des cellules issues de cette prolifération, qui expriment le récepteur à 
l’antigène du lymphocyte d’origine, persistent dans l’organisme longtemps après 
 
3 
l’élimination du pathogène. En cas de réinfection par le même pathogène, ces cellules 
mémoires se réactiveront plus facilement et plus rapidement protégeant ainsi mieux 
l’organisme. L’existence de cette mémoire immunologique est ce qui a permis l’existence 
de la vaccination qui consiste en fait à mimer une infection pour établir une mémoire 
immunologique qui va protéger l’organisme en cas de rencontre avec un vrai pathogène. 
 
Afin d’établir la spécificité des lymphocytes T et B, la génération du récepteur à 
l’antigène fait appel à des processus de réarrangements aléatoires du génome de ces 
cellules lors de leur développement. Les gènes codant pour le TCR sont constitués de 
segments qui sont excisés et raccordés de manière aléatoire lors du développement d’un 
lymphocyte T générant ainsi grande variété de combinaisons de segments et donc de 
TCR possible. Cette notion d’aléatoire implique que lors de leur développement, les 
lymphocytes T peuvent réarranger un TCR ayant une forte affinité pour une molécule du 
soi. Ces lymphocytes dits autospécifiques peuvent reconnaitre la molécule du soi dont ils 
sont spécifiques, s’activer et déclencher une réponse immunitaire ciblant les 
constituants de l’organisme. Ce genre de réaction dite autoimmune peut conduire à la 
destruction d’un organe ou de certaines cellules qui sont nécessaires au bon 
fonctionnement de l’organisme. On parle alors de maladie autoimmune comme le 
diabète de type1 ou la sclérose en plaques. Afin de limiter le risque de développement de 
maladies autoimmunes, des mécanismes dits de tolérance au soi permettent d’éliminer 
les lymphocytes T exprimant un TCR de forte affinité pour le soi. Les mécanismes de 
tolérance mis en place au cours du développement des lymphocytes T dans le thymus 
sont dits centraux alors que ceux mis en place notamment dans les autres organes sont 
dits périphériques. Le développement des lymphocytes B est soumis à des mécanismes 
de réarrangements géniques aléatoires et de tolérance au soi équivalents. 
 
Les mécanismes de développement et de tolérance au soi mis en place lors du 
développement des lymphocytes T conduisent à la formation d’un répertoire qui 
regroupe l’ensemble des TCR exprimés par le compartiment lymphocytaire T. Ce 
répertoire T est théoriquement épuré d’un maximum de cellules exprimant des TCR 
spécifique du soi par les mécanismes de tolérance au soi. Cependant, ces mécanismes ne 
sont pas parfaits et il est possible que des lymphocytes T spécifiques du soi échappent à 
la tolérance centrale et à la tolérance périphérique et induisent le développement de 
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pathologies autoimmunes. L’efficacité des systèmes de tolérance au soi est donc 
primordiale pour protéger l’organisme contre le développement de maladies 
autoimmunes. 
 
Mon travail de thèse a consisté à évaluer comment la tolérance au soi prévient 
l’apparition de maladies autoimmunes en façonnant le répertoire T CD4 autospécifique. 
Pour cela, nous avons utilisé un modèle de souris dans lequel les mécanismes de 
tolérance sont particulièrement inefficaces, la souris NOD qui développent 
spontanément une maladie autoimmune, le diabète de type 1. Nous avons comparé le 
répertoire T CD4 spécifique d’une protéine du soi entre les souris NOD et des mutants 
congéniques qui sont déficientes pour la protéase thymique spécifique du thymus 
(TSSP). Les travaux de notre laboratoire indiquent que la déficience en TSSP induit une 
augmentation de l’efficacité des mécanismes de tolérance centrale ce qui entraîne une 
diminution du répertoire T CD4 autospécifique. Ainsi, les souris NOD déficientes en TSSP 
développent moins de pathologies autoimmunes et sont en particulier totalement 
résistantes au diabète de type 1. 
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I) Le TCRαβ 
 
1) Structure et signalisation 
 
Le TCR est un hétérodimère transmembranaire formé d'une chaîne α et d'une chaîne β 
reliées covalemment par un pont disulfure (Garcia et al., 1996). Environ 5 % des 
lymphocytes T (LT) présents chez l’Homme expriment un TCR associant une chaîne γ et 
une chaîne δ localisés principalement dans les muqueuses digestives et respiratoires. 
Cette population ne sera pas traitée dans ce manuscrit. Chaque chaîne est constituée de 
deux domaines de type immunoglobuline formant deux feuillets β antiparallèles. Le 
domaine proximal est appelé domaine constant et le domaine distal est appelé domaine 
variable. Le domaine variable participe à la reconnaissance de l’antigène sous la forme 
de peptides associés aux molécules de CMH. La partie variable est codée génétiquement 
par la recombinaison aléatoire de deux segments géniques pour la chaîne α (Variable (V) 
et Jonctionnel (J)) et de trois segments (V, Diversité (D) et J) géniques pour la chaîne β. 
 
Les domaines variables comportent trois régions appelées régions hypervariables ou 
Complementarity Determining Region (CDR), CDR1, CDR2 et CDR3 (Chothia et al., 1988). 
Des études cristallographiques montrent que généralement, la région CDR2 interagit 
principalement avec le CMH alors que la région CDR3 reconnaît principalement le 
peptide chargé dans la poche à peptide du CMH (Rudolph and Wilson, 2002). La région 
CDR1 quant à elle est impliquée à la fois dans la reconnaissance du peptide et du CMH. Il 
existe également une région CDR4 sur la chaîne β qui est impliquée dans la 
reconnaissance des superantigènes. 
 
Le TCR en lui-même ne transduit pas de signal. Pour cela, l'hétérodimère αβ s'associe à 
un complexe de signalisation transmembranaire appelé CD3 (Kuhns and Badgandi, 
2012). Ce complexe est composé d'une chaîne CD3γ et d'une chaîne CD3δ associées 
chacune à une chaîne CD3ε. A cela s'ajoute deux chaînes CD3ζ (CD247) cytoplasmiques 
ancrées à la membrane plasmique. Les régions transmembranaires des chaînes CD3 
riches en aspartate négativement chargés interagissent avec les acides aminés (aa) 
chargés positivement du TCR stabilisant le complexe TCR/CD3. Les régions 
cytoplasmiques des chaînes CD3 contiennent des motifs de signalisation appelés 
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« Immunoreceptor Tyrosine-based Activation Motif » (ITAM) composé entre autre de 
tyrosines. La tyrosine-kinase spécifique des lymphocytes (Lck) associée au corécepteur 
CD4 ou CD8 induit la phosphorylation des tyrosines dans les motifs ITAM suite à 
l’engagement du TCR (Huse, 2009). La phosphorylation de ces tyrosines permet le 
recrutement de la kinase ZAP-70 qui est à son tour phosphorylée par Lck. ZAP-70 
phosphoryle ensuite les protéines LAT et SLP-76 permettant le recrutement de la PLCγ 
et l’activation de systèmes de réorganisation du cytosquelette d’actine via la molécule 
VAV-1. L’activation de la PLCγ induit la libération de diacylglycerol (DAG) et d’inositol-
tri-phosphate (IP3). Le DAG active les voies de signalisation des MAP kinases et de la 
PKCθ. L’IP3 active une voie de signalisation calcique. L’ensemble de ces voies de 
signalisation conduit finalement à l’activation de facteurs de transcription des familles 
AP-1, NFκB et NFAT qui induisent la transcription de gènes impliqués dans la 
prolifération et la différenciation des cellules T. 
 
 
2) Génération du récepteur à l’antigène  
 
La formation d'un TCR fait appel à des évènements de recombinaisons génétiques 
aléatoires qui, avec un nombre restreint de segments géniques, permettent la génération 
d'un répertoire de TCR extrêmement divers. Hormis la formation du TCR, seule la 
formation du récepteur à l'antigène des lymphocytes LB (LB) et donc celle des anticorps, 
est soumise à un mécanisme similaire. 
 
La chaîne α est localisée sur le chromosome 14 chez la souris. Le locus α est constitué 
d’environ 70 segments variables Vα, 60 segments de jonction Jα et d’un segment 
constant Cα (Figure 1). La chaîne β est localisée sur le chromosome 6 chez la souris. Le 
locus β est constitué d'environ 25 segments variables Vβ, 2 segments diversités Dβ, 2 
segments de jonction Jβ (contenant respectivement 7 et 6 exons indépendants) et 2 
segments constants Cβ. Les segments constants codent pour le domaine 
immunoglobuline constant, le segment transmembranaire et la queue cytoplasmique du 
TCR. La zone de reconnaissance de l'antigène est codé par le réarrangement aléatoire 
d'un segment V, un segment D et un segment J pour la chaîne β et un segment V et un 
segment J pour la chaîne α. 
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Figure 1 : Structure générale des loci α et β et formation du TCR 
Un segment génique Vα parmi 70 est associé à un segment Jα parmi 60 par 
recombinaison génique pour former une chaîne α. De même, un des deux segments Dβ 
est associé à un segment génique Jβ parmi 13 puis à un segment Vβ parmi 25 pour 
former une chaîne β. Les chaînes α et β produites après transcription en ARN et 
traduction en protéine s’associent pour former un TCR. Adapté de Janeway’s 
Immunobiology 8th edition, Garland Science, 2012 
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Chaque segment génique est bordé par des séquences signal de recombinaison (RSS) qui 
déterminent les sites de recombinaison V-D-J (Figure 2) (Ramsden et al., 1994). Ces 
séquences sont constituées d’un heptamère et d’un nonamère de nucléotides fortement 
conservés séparés par une séquence appelée « spacer » de 12 ou 23 nucléotides (RSS-12 
et RSS-23). Les segments Vα, Vβ et Dβ sont bordés à leur extrémité 3’ par des RSS-23. 
Les segments Dβ, Jβ et Jα sont bordés à leur extrémité 5’ par des RSS-12. Cette 
alternance organise le sens de la recombinaison VD et DJ notamment dans le locus β. Ces 
séquences sont des sites de reconnaissance pour les protéines de recombinaison 
appelées « Recombinaison Activated Genes » (RAG).  
 
 
Figure 2 : Structure et localisation des séquences RSS sur les loci α et β 
Les séquences RSS-23 et RSS-12 sont formées d’un heptamère et d’un nonamère de 
nucléotide séparés par un « spacer » de 23 ou 12 nucléotides respectivement. Les 
segments Vα, Vβ et Dβ sont bordés à leur extrémité 3’ par des RSS-23. Les segments Dβ, 
Jβ et Jα sont bordés à leur extrémité 5’ par des RSS-12. Adapté de Janeway’s 
Immunobiology 8th edition, Garland Science, 2012 
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Deux dimères RAG1:RAG2 s’associent respectivement à une séquence RSS-12 et RSS-23 
(Figure 3)(Oettinger et al., 1990). Le rapprochement des deux dimères permet la 
formation d’une structure de recombinaison selon la règle 12/23 (Hiom and Gellert, 
1998; Jones and Gellert, 2002). Ainsi, un segment associé à une séquence RSS-12 peut 
seulement se réarranger avec un segment associé à une séquence RSS-23. Du fait de 
l’agencement des séquences RSS, il est théoriquement possible qu’un segment Vβ 
s’associe directement à un segment Jβ selon la règle 12/23. 
 
Le rapprochement physique d’une séquence RSS-12 et d’une séquence RSS-23 induit la 
formation d’une boucle qui est excisée sous l’action du dimère RAG1:RAG2 au niveau des 
séquences RSS (Hiom and Gellert, 1998; Oettinger et al., 1990). L’extrémité 3’ libérée 
réagit avec l’extrémité 5’ du brin complémentaire pour former une structure en épingle 
à cheveux. Cette structure est reconnue par le dimère Ku70:Ku80 qui recrute le 
complexe kinase dépendante de l’ADN (DNA-PK):Artémis. Ce complexe permet 
l’ouverture de la structure en épingle (Ma et al., 2002). 
 
A ce stade, trois évènements peuvent permettre d’introduire un niveau supplémentaire 
de diversité. Premièrement, l’action du complexe DNA-PK:Artémis peut conduire à la 
formation de séquences nucléotidiques palindromiques courtes. En effet, Artémis induit 
une cassure simple brin de façon aléatoire générant un brin plus long de quelques 
nucléotides formant un palindrome. Les séquences obtenues sont appelées addition P. 
Deuxièmement, de par son activité exonucléase, le complexe DNA-PK:Artémis peut 
également retirer quelques nucléotides au niveau des extrémités simple brin libérées. 
Troisièmement, l’enzyme « Terminale desoxynucleotidyl Transferase » (TdT) recruté 
par le dimère Ku70:Ku80 peut catalyser l’addition aléatoire de nucléotides dits non-
germinaux ou non-matriciels (addition N) (Gilfillan et al., 1993; Komori et al., 1993). 
 
Finalement ces trois mécanismes permettent la génération de séquences 
complémentaires entre les deux segments qui sont liés sous l’action du complexe DNA 
ligaseIV:XRCC4 (Ahnesorg et al., 2006). Une activité exonucléase élimine les nucléotides 
non appariés. 
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Figure 3 : Mécanismes de recombinaison génique pour la génération du TCR 
Le complexe RAG1:RAG2 reconnait une séquence RSS-12 et une séquence RSS-23 pour 
induire le rapprochement des deux fragments et la cassure double brin. Le couple DNA-
PK:Artemis ouvre les structures en épingle. La TdT catalyse l’ajout de nucléotides aux 
extrémités ouvertes. Le complexe DNA ligaseIV:XRCC4 relie les deux fragments. Adapté 
de Janeway’s Immunobiology 8th edition, Garland Science, 2012  
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Alors que sur la chaîne α, les mécanismes de réarrangement associent un segment V à un 
segment J, sur la chaîne β, les mécanismes de réarrangement associent d’abord un 
segment D à un segment J puis un segment V à l’ensemble DJ. Ainsi, les segments Dβ 
peuvent subir des évènements d’addition P et N et de délétion de nucléotides à leurs 
deux extrémités. Les mécanismes de délétion et d’addition de nucléotides peuvent 
induire un décalage du cadre de lecture. Ainsi, les segments Dβ peuvent être lus selon 3 
cadres de lecture différents. Pour les autres fragments (V, J et fragment constant), le 
décalage du cadre de lecture entraîne l’apparition précoce d’un codon stop ou non-sens. 
Les chaînes produites seront tronquées et donc non fonctionnelles. 
 
Ces mécanismes moléculaires ainsi que le caractère aléatoire du choix des segments V, D 
et J, la multiplicité de ces mêmes segments et la combinaison d’une chaîne α et d’une 
chaîne β permet théoriquement la génération d’environ 1015 TCR (Davis and Bjorkman, 
1988). Ceci constitue la diversité maximale du répertoire d’un individu donné. 
Cependant, des travaux du groupe de Kourilsky et Kanellopoulos ont permis d’évaluer à 
environ 2.106 le nombre de séquences uniques présents en périphérie chez une souris 
adulte (Casrouge et al., 2000). Ce nombre est diminué d’au moins 90% chez les souris 
déficiente pour l’enzyme TdT responsable de l’addition N mettant ainsi en évidence le 
rôle majeur de ce mécanisme dans la diversification du répertoire TCR (Cabaniols et al., 
2001). Chez l’Homme, le même groupe a estimé qu’il existait au moins 25.106 TCRs 
différents pour un individu donné (Arstila et al., 1999). La différence entre la taille 
théorique et mesurée du répertoire TCR suppose l’existence de mécanismes de 
régulation à l’origine de cette contraction majeure de la diversité. Dans le chapitre 
suivant, nous détaillerons les mécanismes de développement des LT dans le thymus et 
leur influence sur le répertoire T périphérique.  
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II) Le développement des cellules T dans le thymus 
 
1) Le thymus 
 
Les LT s’appellent ainsi car ils se développent dans un organe lymphoïde spécialisé, le 
thymus. Le thymus est un organe bilobé localisé dans la partie supérieur de la cage 
thoracique. Il est situé entre le péricarde et le sternum et les deux lobes entourent le 
cœur. D’un point de vue embryologique, le thymus dérive du récessus dorsal de la 
troisième poche endobranchiale. Il se développe précocement au cours de 
l’embryogénèse et est rapidement colonisé par les premières cellules lymphoïdes 
originaires du foie fœtal. Le thymus continue de se développer pour atteindre une taille 
maximale au cours de la puberté puis sa taille diminue lentement à mesure que les 
cellules stromales sont remplacées par du tissu adipeux. 
 
Histologiquement, le thymus peut être divisé en deux zones, le cortex et la médulla. Dans 
les deux zones, le stroma est constitué de cellules épithéliales thymiques (TEC) appelées 
respectivement cTEC dans le cortex et mTEC dans la médulla (Figure 4). Un troisième 
type cellulaire compose également le stroma thymique qui se localise de manière 
préférentielle dans la médulla et à la jonction cortico-médullaire, les cellules 
dendritiques (DC). On trouve toutefois des DC dans le cortex thymique en faible 
proportion Ces cellules peuvent être divisées en trois sous-populations, deux 
populations de DC conventionnelles (cDC) exprimant fortement le marqueur CD11c et 
une population de DC plasmacytoides (pDC) exprimant le marqueur B220 (CD45RA) et 
le marqueur CD11c à un niveau intermédiaire (Wu and Liu, 2007; Wu and Shortman, 
2005). Les deux sous populations de cDC peuvent être distinguées sur la base des 
marqueurs Sirpα (CD172) et HSA (CD24). Les DC conventionnelles Sirpα- se développent 
localement dans le thymus à partir d’un précurseur commun aux LT. Cependant, 
d’autres données suggèrent que ces DC Sirpα- se différencieraient à partir d’un 
précurseur propre. Les cDC Sirpα+ peuvent se développer dans le thymus à partir d’un 
précurseur pré-DC. Ce même précurseur peut également se différencier en périphérie en 
DC Sirpα+ qui peuvent coloniser le thymus dans un second temps. Les pDC se 
développent dans la moelle osseuse et rejoignent ensuite le thymus.  
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Figure 4 : Représentation schématique de l’organisation du thymus  
Le thymus se divise en deux régions, le cortex et la médulla. Le cortex est composé de 
cTEC et de quelques DC. La médulla est composé de mTEC, de DC et de macrophages. On 
trouve également des structures appelées corpuscules ce Hassal qui représentent le 
stade ultime de différenciation des mTEC. Adapté de Janeway’s Immunobiology 8th 
edition, Garland Science, 2012 
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Le développement de thymocytes simples positifs (SP) qui constitue la population de 
cellules T périphériques se déroule en trois étapes de sélection : la sélection β, la 
sélection positive et la sélection négative. 
 
 
2 ) La sélection β 
 
Comme toute cellule hématopoïétique, les cellules T ont pour origine une cellule souche 
hématopoïétique (HSC) qui au fil des divisions dans la moelle osseuse va donner un 
progéniteur qui va gagner le thymus. Dans les premiers stades de développement, les 
thymocytes n’expriment pas les corécepteurs CD4 et CD8. Ces cellules sont donc 
appelées thymocytes doubles négatifs (DN). Il existe 4 stades DN qui peuvent être 
différenciés par l’expression des molécules CD25 et CD44 (Godfrey et al., 1993). Le stade 
DN1 (CD25- CD44+) correspond au précurseur lymphoïde qui vient de pénétrer dans le 
thymus. A ce stade le précurseur peut encore se différencier dans de multiples lignages 
hématopoïétiques (cellule T, DC, cellule NK, LB). Au stade DN2 (CD25+ CD44+), les 
thymocytes peuvent encore devenir des DC au lieu de cellules T. C’est à la fin de ce stade 
que les molécules RAG1 et RAG2 commencent à être exprimées et que le choix du 
lignage αβ ou γδ se fait définitivement (Mombaerts et al., 1992; Shinkai et al., 1992; von 
Boehmer et al., 1998). En cas de choix du lignage αβ, l’un des allèles β commence son 
réarrangement. Le choix de l’allèle réarrangé est potentiellement contrôlé par des 
mécanismes épigénétiques régulant l’accessibilité du dimère RAG1:RAG2 à chacun des 
allèles (Jaeger et al., 2013). Si ce réarrangement produit une chaîne β complète et 
fonctionnelle, celle-ci s’associe à la pseudo-chaîne α (pTα) pour former le pré-TCR 
(Saint-Ruf et al., 1994). L’export à la membrane plasmique et l’expression en surface du 
pré-TCR à la fin du stade DN3 (CD25+ CD44low) induit une signalisation permettant la 
survie du thymocyte et l’inhibition de l’expression des enzymes RAG1 et RAG2. Ainsi, le 
second allèle β ne sera pas réarrangé. En revanche. Si le réarrangement du premier 
allèle conduit à la production d’une chaîne β tronquée ou non fonctionnelle, le second 
allèle va initier son réarrangement. Si ce second réarrangement ne produit toujours pas 
de chaîne β fonctionnelle, le thymocyte meurt par apoptose. Les cellules qui ont passé 
avec succès l’étape de sélection β progressent vers le stade DN4 (CD25- CD44-) durant 
lequel elles sont soumises à une forte prolifération. La survie et la prolifération des 
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thymocytes aux stades DN et après la sélection β sont dépendantes de la signalisation 
par le récepteur à l’interleukine 7 (IL-7R) 
 
 
3) La sélection positive et le choix du lignage CD4 ou CD8 
 
Après le stade DN4, les thymocytes en développement expriment progressivement les 
corécepteurs CD4 et CD8. Ils deviennent des thymocytes doubles positifs (DP). Lors de la 
transition entre les stades DN4 et DP, les enzymes RAG1 et RAG2 sont à nouveau 
exprimés et les deux allèles α peuvent potentiellement être réarrangés (Hardardottir et 
al., 1995). Les mécanismes d’exclusion alléliques sont en effet moins forts sur le locus α. 
L’arrêt des mécanismes de réarrangement n’a lieu qu’après l’étape de sélection positive 
dans le cortex thymique. 
 
La chaîne α s’associe à la chaîne β déjà présente pour former le complexe TCRαβ:CD3. A 
ce stade, le TCR exprimé par le thymocyte interagit avec les complexes CMH:peptide 
(pCMH) du soi présent à la surface des cTEC. Si l’interaction est suffisamment forte, le 
thymocyte reçoit un signal de survie et poursuit son développement. Il exprime alors le 
récepteur aux chimiokines CCR7 dont les ligands CCL19 et CCL21 sont produits par les 
mTEC. Le thymocyte rejoint alors la médulla pour y subir la seconde étape de sélection, 
la sélection négative. Cette étape de développement sera traitée plus loin. Si le TCR 
exprimé par le thymocyte est non fonctionnel pour une quelconque raison, la cellule ne 
reçoit pas de signal de survie et meurt par négligence. On estime que 80 à 90% des 
thymocytes ne passent pas le stade de la sélection positive et meurent par négligence au 
stade DP. 
 
La sélection positive permet de sélectionner les thymocytes exprimant un TCR 
fonctionnel mais elle permet également de déterminer le lignage CD4 ou CD8 du futur 
lymphocyte T (Singer et al., 2008). Au stade DP, les deux corécepteurs sont exprimés à la 
surface des cellules. Le corécepteur a notamment pour fonction de stabiliser 
l’interaction entre le TCR et les complexes pCMH de classe I (CMH-I) pour le corécepteur 
CD8 et de classe II (CMH-II) pour le corécepteur CD4. Le modèle actuel postule que le 
choix du lignage est dépendant de la durée et de l’intensité de l’interaction TCR/pCMH 
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dans le cortex thymique. Plus clairement, lors de l’interaction TCR/pCMH, le niveau 
d’expression du CD8 diminue. Si le TCR du thymocyte CD4+ CD8low interagit avec un 
complexe pCMH-II, l’interaction est stabilisée par le CD4 et le thymocyte reçoit un signal 
long qui induit l’activation du facteur de transcription ThPOK qui est nécessaire et 
suffisant à induire le choix du lignage CD4 (He et al., 2010). Le thymocyte deviendra 
alors SP CD4. Inversement, si le TCR du thymocyte CD4+ CD8low interagit avec un 
complexe pCMH-I, l’interaction est peu stable du fait de l’expression faible du CD8 et le 
thymocyte reçoit un signal court. Le thymocyte exprime alors Runx3 qui va réprimer 
l’expression de ThPOK entrainant une suppression de l’expression du CD4. Le niveau 
d’expression du CD8 est alors augmenté et le thymocyte commence à exprimer des 
gènes spécifiques des cellules T CD8 comme ceux codant pour les molécules 
cytotoxiques. Le thymocyte deviendra alors SP CD8. 
 
Il est important de noter que le peptide associé au CMH en interaction avec le TCR n’est 
pas nécessairement le peptide dont le TCR est spécifique ni même un peptide 
structuralement proche. Les travaux du groupe de Bevan ont montré que, dans des 
cultures de thymus in vitro, la sélection positive de thymocytes exprimant un TCR 
spécifique d’un peptide de l’ovalbumine (OVA) restreint par le CMH-I (OT-I) peut être 
induite par différents variants du peptide (Hogquist et al., 1994). Ces peptides sont 
reconnus par le TCR OT-I avec une affinité variable. Ainsi, des peptides agonistes partiels 
d’un TCR peuvent induire la sélection positive des thymocytes exprimant ce TCR. Les 
travaux du groupe de Kappler et Marrack ont montré que l’expression d’un seul et 
unique complexe pCMH, constitué du CMH-II I-Ab lié covalemment au peptide Ea, permet 
la génération d’un répertoire T CD4 périphérique divers en termes d’usage des segments 
Vβ du TCR (Ignatowicz et al., 1996). Plus encore, ces cellules ont une spécificité 
antigénique différente du peptide utilisé lors de la sélection positive mais restreinte au 
CMH I-Ab. Ces résultats suggèrent qu’un seul peptide est capable d’induire la sélection 
positive de plusieurs TCR ayant des spécificités différentes. Ces résultats ont ensuite été 
confirmés par d’autres groupes (Miyazaki et al., 1996). 
 
En 2009, les travaux du groupe de Connolly ont mis en évidence le même phénomène 
pour le développement du répertoire T CD8 (Wang et al., 2009). En utilisant une 
construction codant pour le CMH-I Kb lié covalemment au peptide SIINFLEKL dérivé de 
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l’ovalbumine chez une souris déficiente en CMH-I, les auteurs ont montré que le 
répertoire T CD8 périphérique était divers en termes d’usage Vβ. Ce répertoire est 
capable de reconnaitre spécifiquement une grande variété de peptides dans le contexte 
du CMH-I Kb. Finalement, différents peptides partageant quelques similarités 
structurales peuvent sélectionner positivement un même TCR spécifique d’un antigène 
partageant les mêmes similarités structurales (Ebert et al., 2009; Lo et al., 2009).  
En conclusion, l’ensemble de ces travaux suggèrent qu’un même complexe pCMH est 
capable de sélectionner positivement un répertoire T CD4 et CD8 divers spécifique 
d’antigènes différents de celui utilisé lors de la sélection. Cependant, bien qu’un seul 
complexe pCMH soit capable de sélectionner un répertoire T relativement divers, in vivo, 
la génération d’un répertoire T pleinement divers nécessite la présentation d’un 
répertoire de peptide suffisamment divers (Goldrath and Bevan, 1999; Starr et al., 2003). 
 
 
4) La sélection négative 
 
Comme décrit précédemment, la génération du TCR dépend de mécanismes de 
recombinaison génique aléatoire incluant également plusieurs mécanismes de 
diversification du répertoire généré. Ainsi, des thymocytes exprimant un TCR de forte 
avidité pour une protéine du soi peut se développer dans le thymus. La sélection 
négative permet d’épurer le répertoire des thymocytes des cellules exprimant un TCR 
spécifique d’un antigène du soi. Dans la médulla, les thymocytes testent l’affinité de leur 
TCR pour des complexes CMH:peptide du soi. Si l’interaction TCR/pCMH est de forte 
affinité, le thymocyte sera éliminé par l’un des mécanismes de tolérance qui seront 
décrits par la suite. 
 
 
a) Fonctions du facteur de transcription AIRE 
 
L’expression de la protéine « autoimmune regulator » (AIRE) dans le thymus est un 
facteur essentiel à l’établissement de la tolérance au soi. Chez l’Homme, la déficience en 
AIRE est responsable d’un polyendocrinopathie autoimmune de type 1 appelée 
« autoimmune polyendocrinopathy candidiasis ectodermal dystrophy » (APECED) 
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(Consortium, 1997; Nagamine et al., 1997). Cette pathologie se caractérise par la 
présence chez les patients d’auto-anticorps neutralisant l’IL-17 et l’IL-22 ainsi que par 
une infiltration lymphocytaire massive de plusieurs glandes comme le pancréas ou les 
glandes surrénales (Kisand et al., 2010). A un stade avancé de la pathologie, les patients 
présentes de nombreuses pathologies autoimmunes comme le diabète de type 1 ou la 
maladie d’Addison. Chez la souris, la déficience en AIRE entraîne un phénotype plus 
faible que chez l’Homme avec des caractéristiques dépendantes du fond génétique 
(Venanzi et al., 2008). Néanmoins, la pathologie murine se caractérise par la présence 
d’auto-anticorps neutralisant ainsi que par une infiltration lymphocytaire multi-organe. 
 
Les travaux du groupe de Kyewski ont mis en évidence que de nombreuses protéines du 
soi associées à différents tissus sont exprimés dans le thymus (Derbinski et al., 2005; 
Derbinski et al., 2001). Le profil d’expression varie d’une protéine à l’autre, certaines 
étant exprimées par plusieurs types cellulaires et d’autres étant restreintes à une seule 
population. L’expression d’une partie des antigènes tissulaires est dépendante du 
facteur de transcription AIRE. Dans le thymus, l’expression de AIRE est restreinte aux  
cellules épithéliales médullaires (mTEC) (Heino et al., 1999). Ainsi, AIRE induit 
l’activation du promoteur de l’insuline, par exemple. En utilisant une souris exprimant le 
lysozyme de poulet (HEL) sous le contrôle du promoteur de l’insuline croisée avec une 
souris transgénique exprimant un TCR spécifique de HEL, le groupe de Goodnow a 
observé une délétion des thymocytes exprimant le TCR anti-HEL uniquement dans les 
souris exprimant AIRE (Liston et al., 2003). Le groupe de Mathis et Benoist a également 
montré que l’absence de AIRE entraîne une perte d’expression thymique de la Mucine 6, 
une protéine exprimée dans l’estomac, entrainant le développement d’une gastrite 
autoimmune ciblant la Mucine 6 (Gavanescu et al., 2007). Ainsi, dans le thymus, AIRE 
induit l’expression ectopique d’antigènes tissulaire permettant l’établissement d’une 
tolérance vis-à-vis du soi et une protection contre le développement de pathologies 
autoimmunes. 
 
Cependant, la fonction de AIRE ne se limite pas à l’expression ectopique des antigènes 
tissulaires. En effet, les souris déficientes pour AIRE développent une pathologie 
autoimmune proche du syndrome de Sjögren (Kuroda et al., 2005). Cette pathologie se 
caractérise par une réaction autoimmune spécifique de l’α-fodrine, une protéine 
 
20 
ubiquitaire dont l’expression dans les mTEC est indépendante de AIRE. De plus, chez la 
souris NOD, la déficience en AIRE induit le développement d’une pancréatite 
autoimmune ciblant spécifiquement la protéine disulfide-isomérase A2 dont 
l’expression dans le thymus est indépendante de AIRE (Niki et al., 2006). Ces résultats 
suggèrent que AIRE contrôle la sélection négative de thymocytes exprimant un TCR 
spécifique d’antigène du soi en induisant l’expression de certains de ces antigènes mais 
aussi par d’autres moyens. De fait, l’expression de AIRE est restreinte aux mTEC CMH-
IIhi CD80hi (Derbinski et al., 2005). Des études récentes suggèrent que l’expression de 
AIRE dans les mTEC serait limitée à 2 jours alors que la 1/2 vie d’une mTEC est de 10 à 
12 jours. Ainsi, de nombreuses études suggèrent que AIRE participerait à la 
différenciation et à la maturation des mTEC (Dooley et al., 2008; Gillard et al., 2007; 
Yano et al., 2008). Chez les souris déficientes en AIRE, la maturation des mTEC est 
bloquée entrainant l’accumulation d’une population de mTEC CMH-II+ CD80+ et une 
forte diminution des populations plus matures exprimant des kératines et du nombre de 
corpuscules de Hassall, ultime stade de différenciation des mTEC (Milicevic et al., 2010; 
Yano et al., 2008). 
 
Par ailleurs, les travaux du groupe de Heath ont mis en évidence que AIRE régulerait le 
transfert unidirectionnel d’antigènes exprimés de façon ectopique par les mTEC vers les 
DC pour induire la tolérance (Hubert et al., 2011). Dans cette étude, les auteurs ont 
montré que dans un modèle d’expression de l’OVA par les mTEC de façon AIRE 
indépendante, la délétion de cellules exprimant le TCR OT-II spécifique de l’OVA 
présenté par CMH II dépendait d’un mécanisme de présentation indirect de l’OVA par 
des APC d’origine hématopoïétique. Des études récentes in vitro utilisant des lignées 
cellulaires épithéliales ont montré que AIRE pouvait induire l’expression de molécules 
proapoptotiques (Colome et al., 2010; Gray et al., 2007; Liiv et al., 2012). La fréquence de 
cellules apoptotiques est augmentée dans les lignées cellulaires transfectées par AIRE. 
Cette apoptose implique la translocation de la glycéraldéhyde-3-phosphate 
déshydrogénase qui a été impliquée dans des mécanismes d’apoptose induits par un 
stress cellulaire. De plus, les travaux du groupe de Mathis et Benoist suggèrent que le 
renouvellement constant et rapide des mTEC implique potentiellement l’apoptose des 
mTEC induite par AIRE (Gray et al., 2007). Ainsi, dans les mTEC, l’expression de AIRE 
induit l’expression d’antigènes tissulaires et induit l’apoptose de ces cellules. Les corps 
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apoptotiques ainsi produits pourraient servir de vecteur pour transférer les antigènes 
tissulaires aux DC thymiques pour induire la tolérance. 
 
 
  b) Rôle des cellules épithéliales médullaires 
 
La sélection négative vise à établir une tolérance du répertoire T vis-à-vis du soi. Pour 
cela, il est nécessaire que des antigènes exprimés dans les tissus périphériques soient 
aussi exprimés et présentés dans le thymus. C’est l’une des principales fonctions des 
mTEC. En effet, de nombreux antigènes tissulaires sont exprimés par les mTEC de 
manière ectopique. Cependant, l’expression des antigènes tissulaires semble être un 
phénomène stochastique puisque seul 1 à 3% des mTEC expriment un antigène 
particulier comme l’insuline. Ainsi, les thymocytes exprimant un TCR spécifique d’un 
antigène tissulaire ne vont pas forcément rencontrer celui-ci à la surface d’une mTEC. 
Par conséquent, les mTEC sont supposés avoir pour fonction de produire des antigènes 
tissulaires qui sont ensuite transférées aux DC pour induire la délétion des thymocytes 
spécifiques. Ce transfert a pour effet d’augmenter le nombre d’APCs qui présentent un 
antigène tissulaire donné. 
 
Cependant, la fonction des mTEC ne se limite pas à cela. En utilisant un antigène modèle 
OVA exprimé de façon promiscuitaire par les mTEC, Gallegos et Bevan ont montré que 
les mTEC pouvaient directement induire la délétion de thymocytes exprimant un TCR 
spécifique restreint par le CMH-I (Gallegos and Bevan, 2004). Dans cette même étude, 
les auteurs ont montré que l’OVA exprimé par les mTEC pouvait être transféré à des 
APCs dérivées de la moelle osseuse pour induire la délétion de thymocytes exprimant un 
TCR spécifique de l’OVA restreint par le CMH-I ou le CMH-II. Une étude récente du 
groupe de Klein a montré que l’inhibition de l’expression du CMH-II spécifiquement 
dans les mTEC induisait une augmentation de la population SP CD4 en particulier de 
cellules régulatrices au détriment de la délétion (Hinterberger et al., 2010). Ce même 
groupe a montré qu’un antigène exprimé spécifiquement par les mTEC pouvait être 
directement présenté par celles-ci et induire la délétion au stade SP CD4 de thymocytes 
exprimant un TCR spécifique de cet antigène uniquement si cet antigène était présenté 
via un mécanisme autophagique (Aichinger et al., 2013). De plus, dans une étude 
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précédente, ce même groupe avait montré que l’expression de l’hémagglutinine du virus 
influenza par les mTEC pouvait induire la différenciation en LT CD4 régulateurs (Treg) 
de thymocytes exprimant un TCR spécifique restreint par le CMH-II (Aschenbrenner et 
al., 2007). 
 
Les mTEC jouent également un rôle dans le trafic des cellules hématopoïétiques dans le 
thymus. Les travaux du groupe de Takahama ont montré que la production par les mTEC 
de chimiokines à motif C-C ligand 19 (CCL19) et 21 (CCL21) attirait les thymocytes 
positivement sélectionnés vers la médulla par le biais du récepteur aux chimiokines à 
motif C-C de type 7 (CCR7) (Lkhagvasuren et al., 2013; Nitta et al., 2009; Ueno et al., 
2004). De plus, des travaux récents du même groupe ont montré que l’expression de la 
chimiokine à motif C ligand 1 (XCL1) par les mTEC participait à la bonne localisation des 
DC thymiques à la jonction cortico-médullaire (Lei et al., 2011). L’expression de ces 
chimiokines semble être dépendante de AIRE. 
 
Comme indiqué précédemment, à la fin de leur vie, les mTEC perdent l’expression de 
AIRE et augment l’expression des kératines (Dooley et al., 2008; Gillard et al., 2007). 
Finalement, les mTEC perdent leur noyau donnant ainsi naissance à des structures 
riches en kératine, les corpuscules de Hassal. Ces structures produisent la 
lymphopoïétine stromale thymique (TSLP), une cytokine qui active les DC thymiques 
(Watanabe et al., 2005). Ces DC ainsi activées induisent la différenciation des 
thymocytes SP CD4 en Treg. 
 
 
c) Les cellules dendritiques. 
 
Dans le thymus, les DC se localisent préférentiellement dans la médulla, à la jonction 
cortico-médullaire et, de manière très minoritaire, dans le cortex. Les DC se trouvent en 
contact rapproché avec les cellules épithéliales. Comme décrit précédemment, on peut 
distinguer trois sous populations de DC dans le thymus (Wu and Shortman, 2005). Les 
DC CD172- se développent dans le thymus. Les DC CD172+ proviennent majoritairement 
de la périphérie mais une petite proportion termine localement sa différenciation dans 
le thymus à partir d’un précurseur pré-DC. Les pDC quant à elle se différencient dans la 
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moelle osseuse et rejoignent ensuite le thymus via la circulation sanguine. 
 
A l’état de repos, contrairement aux DC de la périphérie, les DC thymiques ont de 
grandes capacités de présentation d’antigènes. Les DC présentent des antigènes qui 
peuvent provenir à la fois des cellules thymiques que des antigènes périphériques 
apportés par les cellules elles même ou par la circulation sanguine. De fait, dans un 
modèle d’expression de l’OVA restreinte aux mTEC, la délétion des thymocytes SP CD4 
spécifiques est strictement dépendante des DC (Gallegos and Bevan, 2004). Dans ce 
même modèle les DC sont également capables d’induire la délétion de cellules SP CD8 
portant un TCR spécifique de l’OVA. De plus, dans des modèles transgéniques 
d’expression de protéines comme l’hémagglutinine du virus influenza ou des protéines 
chimériques sous le contrôle du promoteur du gène AIRE, les DC thymiques sont 
capables d’induire la délétion spécifique de cellules SP CD4 exprimant un TCR spécifique 
de ces antigènes (Aschenbrenner et al., 2007; Koble and Kyewski, 2009). De manière 
intéressante, dans le cortex thymique, les DC sont capables d’induire la délétion de 
thymocytes exprimant un TCR restreint au CMH-II spécifique d’un antigène exprimé 
exclusivement par les cTEC (McCaughtry et al., 2008). 
 
Une part importante des DC thymiques se développe en périphérie et migre plus 
tardivement vers le thymus sous forme de DC immatures. Ainsi, ces cellules peuvent 
transporter des antigènes capturés en périphérie et les présenter dans le thymus pour 
induire la tolérance. Dans un modèle d’expression de l’OVA dans les cardiomyocytes, le 
groupe de von Andrian a montré que des DC périphériques immatures capturaient l’OVA 
en périphérie et migraient dans le thymus par un mécanisme dépendant de l’intégrine 
α4 pour induire la délétion de thymocytes OT-II (Bonasio et al., 2006). Cependant, les 
auteurs de cette étude n’ont pas vérifié si le transgène était exprimé également dans le 
thymus notamment par les mTEC. La tolérance observée pourrait donc être dûe à un 
transfert d’antigène depuis les mTEC vers les DC migrantes. Dans cette même étude, le 
transfert de DC spléniques immatures chargées avec un antigène induit la délétion dans 
le thymus des thymocytes spécifiques. L’activation avant transfert de ces mêmes cellules 
avec du lipopolysaccharide (LPS) inhibe la migration des DC activés vers le thymus. De 
plus, une étude du groupe de Butcher montre que le transfert de pDC chargées in vitro 
avec de l’OVA induisaient la délétion dans le thymus de thymocytes OT-II (Hadeiba et al., 
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2012). Ce mécanisme est inhibé si les pDC sont activées avant transfert avec un agoniste 
de TLR. Ainsi, le transport depuis la périphérie d’antigènes vers le thymus permettrait 
d’induire une tolérance vis-à-vis d’antigènes du soi qui sont absents du thymus ou qui 
ont subi des modifications post-traductionnelles spécifiques du tissu où ils sont 
exprimés. Seules les DC périphériques immatures semblent capables d’induire la 
tolérance centrale quand elles migrent dans le thymus. Ce mécanisme permettrait donc 
de prévenir l’établissement d’une tolérance vis-à-vis d’un antigène exprimé par un 
pathogène ayant induit un état inflammatoire. 
 
Les DC thymiques sont également capables d’induire la différenciation de thymocytes en 
Treg. En effet, l’expression de l’OVA restreint aux DC permet dans le thymus d’induire la 
différenciation thymocytes OT-II en Treg (Proietto et al., 2008). Ce mécanisme fait 
intervenir les voies de signalisation du TCR et la costimulation par la voie B7/CD28 pour 
l’induction du phénotype régulateur ainsi que la voie CD27/CD70 pour permettre la 
survie de ces cellules. Une étude récente du groupe de Hsieh montre que les DC 
thymiques et les mTEC induisent la différenciation de thymocytes en Treg notamment 
par un mécanisme dépendant de AIRE (Perry et al., 2014). Dans cette étude, bien que les 
deux types cellulaires coopèrent, ils participent chacun à la génération d’un répertoire 
de Treg distinct. 
 
 
d) Bilan de la sélection négative 
 
La sélection négative est un mécanisme complexe faisant intervenir plusieurs types 
cellulaires. La contribution relative de ceux-ci n’est pas clairement définie mais il semble 
que les mTEC et les DC thymiques sont directement capables d’induire à la fois la 
délétion clonale de thymocytes et la différenciation de Treg. Néanmoins, on estime 
qu’entre la moitié et les deux tiers des thymocytes positivement sélectionnés sont 
éliminés lors de la sélection négative (van Meerwijk et al., 1997). Ce mécanisme permet 
donc théoriquement d’éliminer une large proportion des cellules T exprimant un TCR 
spécifique d’un antigène du soi. Cependant, de nombreuses études ont montré que des 
thymocytes exprimant un TCR autospécifique de faible avidité pour son antigène 
pouvaient échapper à la sélection négative et sortir en périphérie (Enouz et al., 2012; 
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Kawamura et al., 2008; Liu et al., 1995; Poplonski et al., 1996). En analysant le 
développement de cellules T transgéniques pour une chaîne β mais dont la chaîne α est 
laissée libre, le groupe de Bousso a montré qu’entre 25 et 40 % des cellules T spécifiques 
de l’antigène du soi passaient l’étape de sélection négative et sortaient en périphérie 
(Bouneaud et al., 2000). Ces cellules ont une faible avidité pour leur antigène. La 
sélection négative n’est donc pas un processus parfait et les cellules autospécifiques qui 
sortent en périphérie peuvent potentiellement déclencher l’autoimmunité. Il existe par 
conséquent des mécanismes de tolérance périphérique pour protéger l’organisme 
contre ces cellules 
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Figure 5 : Représentation schématique des interactions cellulaires impliquées 
dasn le développement du répertoire lymphocytaire T 
Les cellules T en développement évoluent dans cet environnement d’abord dans le 
cortex pour la génération du TCR et la sélection positive puis dans la médulla pour la 
sélection négative. Adapté de (Germain, 2002)  
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III) La présentation antigénique 
 
L’activation des LT nécessite la reconnaissance spécifique par le TCR d’un peptide issu 
de la dégradation d’un antigène associé à une molécule de CMH. L’ensemble des 
mécanismes qui conduisent à l’expression en surface de ces complexes pCMH est appelé 
présentation antigénique. Au cœur de ce système, des protéases gènèrent des peptides à 
partir de protéines qui sont ensuite chargés sur les molécules de CMH-I ou de CMH-II. 
Chez la souris, le locus qui code pour les molécules de CMH est appelé locus H2 et est 
situé sur le chromosome 17, plus précisément entre les positions 17p18.4 et 17p20.3 
(Figure 6). Les molécules de CMH peuvent être divisées en 3 classes. Les molécules de 
CMH-I classique K, D et L présentent des antigènes aux LT CD8 et les molécules de classe 
1 non classique comme Qa1, 2 ou TL qui présentent des peptides dérivés du CMH 1. Leur 
expression est quasi-ubiquitaire. Les molécules de CMH-II I-A et I-E présentent des 
antigènes aux LT CD4. Leur expression est restreinte aux APCs comme les DC, les 
macrophages et les LB activés. Les molécules de CMH-III ne participent pas à la 
présentation d’antigènes. Parmi celles-ci se trouvent des molécules appartenant au 
système du complément et des cytokines 
 
 
Figure 6 : Représentation schématique du locus H2 codant pour les molécules de 
MCH chez la souris 
Les gènes codant pour les molécules de CMH sont situés sur le chromosome 17 chez la 
souris. Deux loci codant pour les molécules de CMH-I classiques (K, D et L) et non-
classiques (Q et T) encadrent le locus codant pour les molécules de CMH-II classiques (A 
et E) et non classiques (M et O). Adapté de (Nei et al., 1997) 
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Figure 7 : Représentation schématique des molécules de CMH de classe I et II à la 
surface d’une cellule 
Les molécules de CMH-I sont composées d’une chaîne α transmembranaire divisée en 3 
domaines et associée à la β2 microglobuline (β2m). Les molécules de CMH-II sont 
composées d’une chaîne α et d’une chaîne β transmembranaire divisée en 2 domaines. 
Le peptide dérivé de l’antigène se lie dans un sillon formé par les domaines α1 et α2 
pour le CMH-I et α1 et β1 pour le CMH-II. Adapté de The immune system 3th edition, 
Garland Science, 2009 
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1) Présentation antigénique par le CMH-I 
 
Les molécules de CMH-I sont des complexes protéiques associant une chaîne α à la 
protéine β2 microglobuline (β2m) (Figure 7). La chaîne α est composée de 3 domaines 
extracellulaires (Bjorkman and Parham, 1990; Fremont et al., 1992; Fremont et al., 
1995). Les domaines α1 et α2 sont appelé domaine de rainure ou « groove domaines » 
(G) et forment le sillon qui accueille le peptide antigénique (Figure 8). Ce sillon est formé 
de 8 feuillets β antiparallèles surmontés de 2 hélices α symétriques. La structure du 
sillon est fermée aux deux extrémités exerçant ainsi une forte contrainte sur la taille des 
peptides pouvant se lier dans le sillon. Le sillon ainsi formé peut accueillir des peptides 
de 8 à 10 aa. 
 
 
Figure 8 : Modélisation de la structure tridimensionnelle du sillon peptidique 
d’une molécule de CMH de classe I 
Le sillon peptidique des molécules de CMH-I est formé par les domaines α1 et α2. 
Chaque domaine est formé d’un plancher de 4 feuillets β (A, B, C et D) reliés par des 
boucles (AB, BC et CD) et surmonté par une hélice α. Adapté de http://www.imgt.org  
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Le domaine α3 permet l’association de la chaîne α avec la chaîne β2m. Lors de 
l’engagement d’un TCR restreint par le CMH-I à la surface d’un LT CD8, le corecepteur 
CD8 interagit avec le domaine α3 du CMH-I présent à la surface de la cellule cible. Le 
reste de la chaîne α est composé d’une région transmembranaire connectée au domaine 
α3 et d’une queue cytoplasmique à l’extrémité carboxyterminale. 
 
 
a) Synthèse des complexes pCMH-I 
 
A partir de l’ARN messager, les chaînes α et β2m sont synthétisées de manière 
indépendante dans le réticulum endoplasmique (RE) (Cresswell et al., 1999). La chaîne α 
est ancrée à la membrane du RE et est associée à une protéine chaperonne de la famille 
des lectines, la calnexine. L’association de la chaîne α avec la β2m entraîne la libération 
de la calnexine et le recrutement de nouvelles chaperonnes, une lectine, la claréticuline 
et une oxydoréductase, la protéine résidente du RE de 57kDa (ERp57). L’ensemble 
s’associe au complexe « transporter associated with antigen processing » (TAP) par 
l’intermédiaire d’une glycoprotéine transmembranaire, la tapasine. Le complexe TAP est 
composé de deux protéines TAP1 et TAP2 et permet l’entrée dans le RE de peptides 8 à 
16 aa, présents dans le cytosol. Un peptide d’une taille comprise entre 8 et 10 aa peut 
s’associé au CMH-I dans le sillon peptidique formant ainsi un complexe pCMH. La 
fixation du peptide entraîne la dissociation du complexe pCMH des protéines 
chaperonnes et du transporteur TAP. Le complexe est alors exporté à la membrane 
plasmique via le réseau transgolgien. 
 
Les peptides associés aux molécules de CMH-I sont issus de la dégradation de protéines 
cytosoliques. Ces protéines peuvent provenir du recyclage de protéines cellulaires, de 
protéines néosynthétisées mal repliées, de produits ribosomaux défectueux ou de 
protéines issues d’un pathogène qui infecte la cellule ou qui a été capturé par celle-ci. 
La première partie de la dégradation de ces antigènes est assurée par un complexe 
protéase multicatalytique, le protéasome (Kniepert and Groettrup, 2014). La fonction 
première du protéasome est de dégrader des protéines polyubiquitinylées. On peut 
diviser le protéasome en trois parties, un cœur qui porte les activités protéolytiques et 
deux chapeaux qui ont une fonction régulatrice. Le cœur est constitué d’un empilement 
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de 4 anneaux heptamériques, deux anneaux de sous unités α ayant un rôle structural 
encadrant deux anneaux de sous unités β portant les activités catalytiques. Parmi les 
sous unités β, seules les sous unités β1, β2 et β5 portent des activités catalytiques. La 
sous unité β1 porte une activité de type caspase et clive les protéines préférentiellement 
après les aa acides. La sous-unité β2 porte une activité de type trypsine et coupe 
préférentiellement après les aa basiques. La sous-unité β5 porte une activité de type 
chymotrypsine et coupe préférentiellement après les aa aromatiques. La dégradation 
d’une protéine par le protéasome conduit à la formation de peptides de 4 à 20 aa. 
 
Il existe 3 types de protéasomes dont le profil d’expression est dépendant du tissu et du 
contexte inflammatoire. Le protéasome ménager est exprimé de façon ubiquitaire. Sa 
fonction est de recycler les anciennes protéines et les protéines défectueuses. Le 
protéasome immunitaire ou immunoprotéasome est exprimé de façon permanente par 
les cellules du système immunitaire comme les LT et B, les monocytes, les macrophages, 
les DC et également par les mTEC (Basler et al., 2013). Son expression peut également 
être induite dans la plupart des tissus par une stimulation avec des cytokines 
proinflammatoires comme l’interféron (IFN) γ ou le facteur de nécrose tumorale (TNF) α. 
Dans le cas d’une infection, l’expression de l’immunoprotéasome remplace jusqu’à 90% 
des protéasomes ménagers (Khan et al., 2001). Le protéasome est essentiel à la 
présentation d’antigènes par le CMH-I. En effet, l’inhibition du protéasome induit une 
forte diminution de l’expression des molécules de CMH-I à la surface des cellules (Bai 
and Forman, 1997; Rock et al., 1994). Inversement, l’expression de l’immunoprotéasome 
entraîne une augmentation de la quantité et de la diversité des peptides associés aux 
molécules de CMH-I à la surface des cellules. Dans l’immunoprotéasome, les sous-unités 
β1, β2 et β5 sont remplacées par les sous-unités β1i, β2i et β5i. Des analyses structurales 
ont révélé des différences dans les activités enzymatiques des sous-unités β1i et β5i par 
rapport aux sous-unités du protéasome ménager (Huber et al., 2012). En effet, alors que 
la sous-unité β1 présente une activité de type caspase et coupe après des aa acides, la 
sous-unité β1i coupe préférentiellement après des aa hydrophobes générant des 
peptides ayant une extrémité C terminale hydrophobe. La sous-unité β5i quant à elle 
coupe préférentiellement après des aa plus hydrophobes que la sous-unité β5. Il est 
important de noter que le CMH-I ne lie jamais un peptide dont le résidu C terminal est 
un aa acide. Le remplacement des sous-unités β1 et β5 par les sous-unités β1i et β5i qui 
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génèrent des extrémités C terminales moins acide favorise donc l’association des 
peptides générés avec les molécules de CMH-I. Finalement, la génération de certains 
épitopes viraux est dépendante de l’immunoprotéasome alors que d’autres épitopes 
sont détruits (Basler et al., 2004; Chen et al., 2001b; Sijts et al., 2000a; Sijts et al., 2000b). 
 
Le protéasome thymique ou thymoprotéasome est exprimé constitutivement et 
exclusivement par les cTEC et est impliqué dans le développement des LT CD8 (Murata 
et al., 2007; Takahama et al., 2012). Comme l’immunoprotéasome, le thymoprotéasome 
utilise les sous-unités β1i et β2i mais la sous-unité β5i est remplacée par une sous-unité 
β5t. Cette sous-unité a une activité chymotrypsine réduite et coupe préférentiellement 
après des aa hydrophiles. Cette sous-unité étant exprimée exclusivement dans le thymus 
par les cTEC, elle joue un rôle majeur dans la sélection positive des thymocytes DP et 
l’engagement dans le lignage lymphocytaire T CD8. En effet, la souris déficiente en sous-
unité β5t présente une réduction de 80% du compartiment T CD8 dans le thymus et 
dans la rate mais pas d’altération du compartiment T CD4. Les peptides générés par le 
thymoprotéasome seraient de plus faible avidité pour les molécules de CMH-I. Ainsi, ces 
ligands faibles associés aux molécules de CMH-I à la surface des cTEC pourraient former 
une interaction de faible affinité avec le TCR des thymocytes en développement et 
participer ainsi à la sélection positive. Une autre hypothèse serait que le répertoire de 
peptide présenté dans le cortex thymique par les cTEC serait différent de celui présenté 
dans la médulla par les mTEC et les DC. Ainsi, les thymocytes SP CD8 ne pourraient pas 
rencontrer lors de la sélection négative, le peptide qui les a positivement sélectionnés. 
Une étude  du groupe de Takahama montre que le thymoprotéasome façonne le 
répertoire fonctionnel T CD8 (Nitta et al., 2010). En effet, le développement de 
thymocytes exprimant certains TCR restreints par le CMH-I est inhibé chez les souris 
déficientes pour la sous-unité β5t. Dans un répertoire polyclonal, la déficience en β5t 
entraîne une augmentation de l’usage des segments Vβ4 et Vβ14 et une diminution de 
l’usage des segments Vβ8 et Vα2 dans le répertoire T CD8 uniquement. Le répertoire T 
CD4 n’est pas affecté. De plus, ces souris sont plus sensibles aux infections virales. Les 
récents travaux du groupe de Hogquist suggèrent que le thymoprotéasome génère des 
peptides adaptés à la sélection de thymocytes ayant une faible affinité pour le soi (Xing 
et al., 2013). Ces données suggèrent donc que le thymoprotéasome participe à la 
sélection positive et à l’établissement de la tolérance centrale du répertoire T CD8. 
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Le protéasome est capable de générer des peptides de 4 à 20 aa. Sachant que le sillon 
peptidique du CMH-I peut s’associer à des peptides de 8 à 10 aa, une partie des produits 
de la dégradation par le protéasome peut être directement chargé sur les molécules de 
CMH-I dans le RE. Cependant, les peptides plus longs peuvent subir une seconde étape 
de protéolyse par des aminopeptidase. La tripeptidylpeptidase (TPPII) dégrade les 
peptides de plus de 15 aa en coupant un par un les aa à l’extrémité N terminale (Seifert 
et al., 2003; York et al., 2006). La thimet oligopeptidase dégrade les peptides longs de 9 à 
15 aa de la même façon (Silva et al., 1999).  
 
Il faut noter que l’ensemble des processus de protéolyse cytosolique précédemment 
cités tend à produire des peptides d’une taille comprise entre 8 et 16 aa ce qui 
correspond à la taille préférentielle des peptides transportés par TAP depuis le cytosol 
vers le RE. Dans le RE, les peptides de plus de 10 aa ne pouvant être chargés sur le CMH-
I, une dernière étape de protéolyse peut avoir lieu par l’aminopeptidase 1 du RE (ERAP1) 
(Serwold et al., 2002). Cette protéase coupe un à un les aa en N terminal des peptides 
trop longs pour être chargés sur les molécules de CMH-I. 
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Figure 9 : Représentation schématique de la voie de présentation d’antigène par le 
CMH de classe I 
Les molécules de CMH-I sont synthétisées dans le RE associées à la calnexine puis au 
couple Calréticuline-Erp57. Les complexes formés s’associent au transporteur TAP via la 
tapasine pour qu’un peptide soit chargé dans le sillon peptidique. Les complexe pCMH 
sont libérés des protéines chaperones et sont exportées à la membrane plasmique via 
l’appareil de Golgi. Les peptides antigéniques sont générés par protéolyse dans le 
cytosol par le protéasome puis par d’autres protéases comme TPPII. Ils sont transportés 
dans le RE par TAP et peuvent être une dernière fois rognés par ERAP avec d’être 
chargés sur les molécules de CMH-I.  Adapté de (van Endert, 2006) 
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b) Présentation croisée (Figure 10) 
 
La voie de protéolyse des antigènes et de présentation décrite plus haut permet la 
présentation d’antigènes présents dans le cytosol de la cellule. Toutefois, les DC peuvent 
présenter via le CMH-I des peptides dérivés de protéines capturés à l’extérieur de la DC. 
Le passage des antigènes capturés dans le milieu extracellulaire vers la voie de 
présentation du CMH-I est appelée présentation croisée (Joffre et al., 2012). Cette 
capacité est une propriété exclusive des DC (Jung et al., 2002). 
 
Il existe deux principaux modèles pour décrire la présentation croisée. Le modèle 
vésiculaire propose que les antigènes capturés soient directement dégradés dans le 
phagosome ou l’endosome. Les peptides générés seraient directement chargés sur des 
molécules de CMH-I présentes dans la vésicule et provenant du recyclage de CMH I de la 
membrane plasmique. Ainsi, le modèle vésiculaire serait un système de présentation 
croisée indépendante du protéasome et du transporteur TAP. Les travaux du groupe de 
Rock montrent que la présentation croisée de l’OVA associé à des microsphères de 
polymère est indépendante de TAP mais dépend de la cathepsine S, une protéase 
endolyzosomale (Shen et al., 2004). 
 
Le modèle cytosolique propose que les antigènes capturés sortent des compartiments 
vésiculaires pour rejoindre la voie de présentation classique par le CMH-I. Les antigènes 
pourraient avoir été partiellement dégradés au préalable dans la vésicule. Les peptides 
issus de ces antigènes seraient ensuite chargés sur le CMH-I par un mécanisme 
dépendant de TAP. Ce chargement ne se ferait pas nécessairement dans le RE. En effet, 
les travaux du groupe de Kurts ont montré que la stimulation de DC via leur récepteur 
Toll 4 (TLR4) permettait une relocalisation de TAP et de toute la machinerie de 
chargement des complexes CMH-I vers les endosomes précoces (Burgdorf et al., 2008). 
 
Les deux modèles ne sont pas mutuellement exclusifs. De nombreuses études ont 
montré que la présentation croisée pouvait se faire de façon dépendante ou non de TAP 
et de façon dépendante ou non du protéasome. Les travaux des groupes d’Amigorena, 
Desjardins et Yahara ont mis en évidence que les antigènes capturés par les DC peuvent 
se localiser dans des phagosomes ayant fusionnés avec des dérivés du RE et que le 
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complexe de dégradation associé au RE (ERAD) permettait la sortie de ces antigènes 
partiellement dégradés dans le cytosol via le translocon Sec61 (Guermonprez et al., 
2003; Houde et al., 2003; Imai et al., 2005). Ainsi, ils pourraient rejoindre la voie de 
présentation classique. Des travaux plus récents du groupe de Williams et Elliott 
suggèrent que la voie de présentation croisée est dépendante de la taille des particules 
phagocytées (Mant et al., 2012). Alors que la présentation croisée d’antigènes associés à 
de petites particules est dépendante du protéasome et du transport des complexes CMH-
I depuis le RE vers la membrane plasmique, la présentation des particules de grande 
taille est résistante à l’inhibition de ces mécanismes. Les travaux du groupe de Unanue 
suggèrent également que l’adressage d’un antigène dans certains compartiments 
endocytiques particuliers peut favoriser ou non la présentation croisée de cet antigène 
(Belizaire and Unanue, 2009). En conclusion, il est possible que les deux modèles de 
présentation croisée coexistent et que le choix de l’un ou l’autre soit dépendant de 
l’antigène en lui-même (sa taille par exemple) ou du contexte dans lequel il est capturé. 
 
 
Figure 10 : Représentation schématique des principaux modèles de présentation 
croisée 
Les deux modèles de présentation croisée sont illustrés. Le modèle cytosolique propose 
que les antigènes capturés dans le milieu extracellulaire sortent dans le cytosol et 
rejoignent la voie de présentation par le CMH-I classique. Le modèle vacuolaire propose 
que les antigènes capturés sont directement dégradés et chargé sur les molécules de 
CMH-I, dans les vésicules de capture. Adapté de (Mantegazza et al., 2013)  
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2) Présentation antigénique par le CMH-II 
 
Les molécules de CMH-II sont des complexes protéiques associant une chaîne α et une 
chaîne β (Figure 7). Les deux chaînes sont composées de deux domaines extracellulaires 
(Brown et al., 1993; Fremont et al., 1996). Le domaine distal est un domaine de type G 
constitué de 4 feuillets β surmonté d’une hélice α (Figure 11). Le rapprochement des 
deux chaînes permet la formation d’une structure antiparallèle qui constitue le sillon 
dans lequel le peptide antigénique va se loger. La structure formée par les hélices α est 
plus ouverte que dans le sillon du CMH-I. Cette configuration permet au CMH-II 
d’accueillir des peptides plus longs que le CMH-I, jusqu’à 25 aa environ bien que seuls 9 
aa soient localisés dans le sillon et les autres dépassent des deux côtés. 
 
 
Figure 11 : Modélisation de la structure tridimensionnelle du sillon peptidique 
d’une molécule de CMH de classe II 
Le sillon peptidique des molécules de CMH-II est formé par les domaines α1 et β1. 
Chaque domaine est formé d’un plancher de 4 feuillets β (A, B, C et D) reliés par des 
boucles (AB, BC et CD) et surmonté par une hélice α. Adapté de http://www.imgt.org  
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Les deux chaînes possèdent également un domaine proximal qui est impliqué dans 
l’association des deux chaînes de la molécule de CMH-II. Lors de l’engagement d’un TCR 
restreint par le CMH-II à la surface d’un LT CD4, le corecepteur CD4 interagit avec le 
domaine β2 du CMH-II présent à la surface de la cellule cible. Le reste des deux chaînes 
composé d’une région transmembranaire connectée au domaine α2 ou β2 et d’une 
queue cytoplasmique à l’extrémité carboxyterminale. 
 
 
a) Synthèse des complexes pCMH-II 
 
Chaque chaîne est synthétisée de manière indépendante dans la membrane du RE. 
Chaque chaîne est ensuite associé à une chaperonne calnexine qui stabilise sa 
conformation (Anderson and Cresswell, 1994). Les deux chaînes α et β s’associent pour 
former un dimère stabilisé par la chaîne invariante Ii. Les chaperonnes calnexines sont 
libérés et le complexe CMH-II/Ii est adressé vers les voies endocytiques via l’appareil de 
Golgi. Cet adressage est permis par une séquence signal composée de deux motifs di-
leucine dans la partie cytoplasmique de la chaîne Ii (Bakke and Dobberstein, 1990). 
 
Une partie de la chaîne Ii se lie au CMH-II dans le sillon peptidique. Ce fragment est 
appelé peptide Ii associé aux classes II (CLIP). Celui-ci empêche la liaison précoce de 
peptides dans le sillon du CMH-II. Une fois dans les compartiments endosomiaux, 
l’acidification progressive des endosomes entraîne l’activation de protéases qui vont 
séquentiellement dégrader la chaîne Ii. (Figure 12). Ainsi, l’asparagine endopetidase 
(AEP) peut catalyser la première étape de dégradation de la chaîne Ii (Manoury et al., 
2003). Cependant, son activité n’est pas nécessaire puisque d’autres protéases 
appartenant notamment à la famille des cathepsines peuvent également catalyser cette 
première étape. Les étapes intermédiaires sont encore mal caractérisées. En revanche, la 
dernière étape de protéolyse de la chaîne Ii ne semble être catalysée que par les 
cathepsines S (CatS) et L (CatL) (Nakagawa et al., 1998; Riese et al., 1996). En effet, dans 
les cellules qui expriment normalement CatS ou CatL, la déficience dans la protéase 
correspondante entraîne un défaut de dégradation de la chaîne Ii et en particulier une 
accumulation du dernier intermédiaire de dégradation, un fragment de 10 kDa 
comprenant notamment la partie transmembranaire de la chaîne Ii. Finalement, après 
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toutes ces étapes de dégradation, il ne reste plus que le peptide CLIP qui est associé au 
sillon peptidique du CMH-II. La molécule de CMH-II non classique H2-M catalyse la 
libération de CLIP afin de permettre à un autre peptide de se lier dans le sillon 
peptidique du CMH-II (Fung-Leung et al., 1996; Martin et al., 1996). Les complexes 
pCMH-II formés sont exportés à la membrane plasmique pour être présentés aux LT CD4. 
Les souris déficientes pour la molécule H2-M présentent un défaut important de 
développement des thymocytes SP CD4 dans le thymus. En périphérie, les APCs de 
souris H2-M déficientes présentent moins efficacement des antigènes par le CMH-II. En 
revanche, des APCs d’origines sauvage stimulent fortement des cellules T CD4 isolées de 
souris H2-M déficientes. Ces résultats suggèrent qu’il y a un défaut de tolérance centrale 
chez les souris H2-M déficientes. L’action de la molécule H2-M est inhibée par une autre 
molécule de CMH-II non classique, H2-O. Cette molécule s’associe fortement avec H2-M 
et inhibe la liaison de H2-M avec des molécules de CMH-II classiques. Une étude du 
groupe de Denzin suggère que la stimulation des récepteurs de la famille toll (TLR) 
inhiberait l’expression de H2-O dans les APCs périphériques (Porter et al., 2011). La 
stimulation de ces récepteurs entraîne la maturation des APCs en réduisant leurs 
fonctions de capture d’antigène et stimule leur fonction de présentation d’antigène. Ainsi, 
l’inhibition de l’expression de H2-O par la stimulation des TLRs permettrait à l’APC 
d’augmenter l’expression en surface de complexes pCMH-II et donc leur capacité à 
stimuler des LT CD4. Cette hypothèse est appuyée par le fait que la surexpression de 
l’homologue humain de H2-O chez la souris inhibe la présentation antigénique par le 
CMH-II dans les DC (Fallas et al., 2004). 
 
  
 
40 
 
Figure 12 : Représentation schématique de la dégradation de la chaîne Ii et 
chargement du peptide antigénique 
La chaîne Ii est dégradée par protéolyse progressive. Cette protéolyse peut être initiée 
par AEP ou par d’autres protéases. L’action de CatS ou CatL catalyse la dernière étape de 
protéolyse. le dernier résidus, le peptide CLIP est libéré du sillion peptidique sous 
l’action du CMH-II non classique H2-M. Un peptide dérivé d’un antigène se lie alors dans 
le sillon du CMH-II. Adapté de (Hsing and Rudensky, 2005)  
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b) Origine des peptides présentés par le CMH-II 
 
- Voies de capture des antigènes présentés par le CMH-II (Figure 13) 
 
Les antigènes présentés par le CMH-II peuvent avoir des origines diverses. 
Classiquement, on considère que les antigènes extracellulaires sont présentés par le 
CMH-II. Les pathogènes extracellulaires, les débris cellulaires et les protéines du milieu 
sont capturés par l’APC pour être ensuite dégradés en peptides par protéolyse dans des 
vésicules endosomiales. Ces voies de capture sont appelées voies endocytiques. Au cours 
de l'endocytose des molécules liées à leur récepteur à la surface des cellules, des 
protéines membranaires et des molécules solubles sont internalisées. Il existe trois voies 
d’endocytoses dépendante des clathrines ou des cavéolines ou indépendante de ces deux 
molécules. La phagocytose permet la capture de pathogènes entiers ou fragmentés ainsi 
que la capture de corps apoptotiques. Ce processus permet la livraison des pathogènes 
dans un microenvironnement contenant des espèces réactives de l'oxygène, des 
protéases et des agents anti-microbiens. La macropinocytose est un procédé non sélectif 
de capture de grandes quantités de matériel extracellulaire, y compris des protéines, des 
bactéries, des virus, et par l'intermédiaire d’extension et de repliement de la membrane 
plasmique. 
 
 
Figure 13 : Représentation schématique des voies de capture d’antigènes 
extracellulaires 
Les antigènes sont capturés dans le milieu extracellulaire par divers processus. Ces 
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antigènes sont orientés vers des voies de dégradations générant des peptides qui 
pourront être chargés sur les molécules de CMH-II. Adapté de (Mayor and Pagano, 2007) 
 
Quel que soit le mécanisme de capture, les vésicules de la voie endocytique subissent 
des étapes de maturation. Les endosomes vont progressivement s’acidifier sous l’action 
de la pompe à proton et de la fusion avec des lysosomes acides qui contiennent les 
protéases nécessaires à la dégradation des antigènes. 
 
Une seconde voie de capture d’antigène permet aux APCs de présenter des antigènes 
intracellulaires, l’autophagie. Dans un modèle in vitro de LB, le groupe de Stevanovic a 
mis en évidence qu’environ 30% des antigènes présentés par les molécules de CMH-II 
étaient d’origine intracellulaire (Dengjel et al., 2005). L’autophagie est un ensemble de 
mécanisme qui conduit à la formation d’une vésicule qui enferme une partie du cytosol. 
L’autophagie permet même la dégradation d’organites comme les mitochondries. Les 
travaux du groupe de Münz ont mis en évidence que les vésicules d’autophagie 
pouvaient fusionner avec des compartiments contenant des molécules de CMH-II 
(Schmid et al., 2007). Dans cette même étude, en utilisant un antigène modèle, dérivé du 
virus influenza, adressé vers les voies autophagiques, les auteurs ont observé une 
augmentation de la présentation de l’antigène modèle par le CMH-II. Ainsi, les 
mécanismes d’autophagie permettent la présentation d’antigènes intracellulaires par le 
CMH-II dans les APCs.  
 
Dans le thymus, ces mécanismes sont particulièrement actifs dans les cTEC et les mTEC. 
Sachant que ces cellules ont des capacités d’endocytose très réduites comparativement 
aux DC thymiques par exemple, l’autophagie constitue donc la seule voie réellement 
efficace de présentation de peptide du soi par le CMH-II dans ces cellules. Ainsi, ces 
cellules peuvent présenter des complexes pCMH-II présentant des peptides du soi 
qu’elles produisent elles-mêmes et ainsi participer à la sélection positive et négative du 
répertoire T CD4. Ainsi, les souris déficientes pour la protéine essentielle à l’autophagie 
Atg5 montrent un défaut de sélection positive de certains TCR (Nedjic et al., 2008). Etant 
donnée les différences importantes entre les voies endocytiques et les voies 
autophagiques, on peut supposer que le répertoire de peptide du soi généré dans ces 
voies pourrait être différent. Ainsi, alors que les voies endocytiques capturent des 
antigènes dans le milieu extracellulaire, l’autophagie recycle les antigènes 
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intracellulaires. La finalité est la même, mais les antigènes capturés par endocytose, 
phagocytose, macropinocytose ou par autophagie passent par des compartiments 
différents et peuvent par conséquent être dégradés en peptides de manières différentes 
selon la voie de capture. Ainsi, pour une même protéine, selon la voie de capture, les 
complexes pCMH générés seraient différents et pourraient stimuler des répertoires T 
CD4 différents et réguler ainsi la réponse immunitaire adaptative. 
 
 
- Génération du répertoire de peptide présenté par le CMH-II (Figure 14 et 
Table 1) 
 
La maturation et l’acidification des endosomes sont associées à l’activation de protéases 
et d’autres enzymes qui permettent la dégradation des protéines capturées en peptides 
qui pourront se lier dans le sillon peptidique du CMH-II. De nombreuses protéases 
endolysosomales ont été impliquées in vitro dans la dégradation d’antigènes pour la 
présentation par le CMH-II. Cependant, la confirmation in vivo de ces résultats est 
particulièrement complexe. En effet, beaucoup de ces protéases n’ont pas de site de 
clivage clairement défini. Ainsi, alors que certaines protéases ont clairement été 
impliquées dans la génération de certains épitopes in vitro, la déficience in vivo de ces 
protéases n’est pas systématiquement associée à un défaut de présentation de l’épitope 
concerné. Ceci pourrait s’expliquer par le fait que plusieurs protéases avec des activités 
redondantes peuvent être exprimées par une même cellule. 
 
Il existe quatre familles de protéases endolysosomales : les cystéines protéases comme 
les cathépsines B, C, F, K, L, O, S, V, W et X ; les aspartyl protéases comme les cathépsines 
D et E ; les sérines protéases comme les cathépsines A et G et la sérine protéase 
spécifique du thymus (TSSP) ; la cystéine protéase AEP qui est plus proche des caspases 
que des cathépsines. Ces protéases peuvent être subdivisées également selon leur 
activité protéasique. Les CatA, C et X sont des exopeptidases et clivent donc leur cible 
par les extrémités. Les CatD, E, F, G, K, L, S et V sont des endopeptidases et clivent donc 
leur cible à l’intérieur de la chaîne peptidique. Les CatB et H peuvent avoir les deux 
activités. L’activité de la CatO n’est pas définie. Bien que son activité ne soit pas non plus 
définie, d’après sa séquence, TSSP se classerait dans les exopeptidases. 
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In vitro, la dégradation d’antigènes par des protéases endolysosomales permet de 
générer des peptides qui peuvent être ensuite présentés par le CMH-II aux LT CD4 
spécifiques. Ainsi, in vitro, la CatD dégrade l’OVA en peptides capables de stimuler la 
prolifération de cellules T CD4 transgéniques pour le TCR DO11.10 qui a la même 
spécificité que le TCR OT-II mentionné plus tôt (Rodriguez and Diment, 1992). De la 
même manière, la CatD permet également la dégradation de HEL pour générer des 
peptides capables de se lier au CMH-II et de stimuler des cellules spécifiques (van Noort 
and Jacobs, 1994). Parallèlement, le groupe de Chain a analysé la capacité de la CatE à 
générer un épitope de OVA (Bennett et al., 1992). Les auteurs ont analysé la capacité de 
lysats cellulaires à digérer l’OVA et à générer des peptides capables de stimuler des 
cellules T CD4 DO11.10. Ils ont ainsi montré que l’inhibition spécifique de la CatE dans 
ces lysats inhibait la génération d’un peptide capable de stimuler les cellules DO11.10. 
La CatB a été montrée comme pouvant digérer des fragments d’immunoglobuline 
capturé par des LB. Une autre étude in vitro a montré que la CatB pouvait dégrader 
l’OVA (Driessen et al., 2001). Cependant, aucune de ces études n’a mis en évidence que 
les produits de dégradation par la CatB pouvaient induire l’activation de cellules T CD4 
(Rodriguez and Diment, 1995).  
 
Comme décrit précédemment, les CatL et S sont impliquées dans la dégradation de la 
chaîne Ii. Cependant, certains travaux suggèrent qu’elles pourraient également 
participer à la génération du répertoire de peptide chargé sur le CMH-II. Le groupe de 
Rudensky a généré des lignées de fibroblastes transgéniques exprimant la CatL ou la 
CatS (Hsieh et al., 2002). Ils ont ainsi montré que l’expression de l’une ou l’autre des 
protéases augmentait la présentation de certains antigènes comme OVA ou 
l’hémocyanine de patelle (KLH). Plus précisément, à dose équivalente d’antigène, les 
cellules transfectées par l’une ou l’autre des protéases induisaient une meilleure 
activation d’hybridomes spécifiques. De plus, en analysant par spectrométrie de masse 
les peptides associés au CMH-II à la surface des cellules, les auteurs ont observé que bien 
que la plupart des peptides sont générés indépendamment de l’expression de la CatL ou 
la CatS, certains ne sont générés qu’en présence d’une des deux enzymes. De plus, dans 
une autre étude, ce même groupe a montré que la déficience en CatS dans les LB, les DC 
et les macrophages entrainait une diminution de la présentation d’antigènes exogènes 
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aux cellules T CD4 spécifiques (Nakagawa et al., 1999). Toutefois, ces souris présentent 
également un défaut de dégradation de la chaîne Ii entrainant une accumulation de 
molécules de CMH-II associées à des intermédiaires de dégradation de Ii en surface. 
Ainsi, la diminution de la présentation de certain antigène pourrait être due à un défaut 
de chargement des peptides sur le CMH-II qui ne sont pas libérés de la chaîne Ii. En 
utilisant des souris exprimant l’allèle q de la molécule de CMH-II I-A (I-Aq) qui a une 
faible affinité pour la chaîne Ii, les auteurs ont confirmé que la présentation du collagène 
par les DC périphériques était dépendante de la CatS. De plus, une étude du groupe de 
Ploegh et Driessen a mis en évidence que la CatS était nécessaire à la génération de 2 
épitopes de HEL dans les LB (Plüger et al., 2002). 
 
Comme décrit précédemment, la déficience en CatL dans le thymus entraîne une 
diminution de 70% de la population SP CD4 (Honey et al., 2002; Nakagawa et al., 1998). 
Dans le thymus des souris sauvages, la CatL n’est exprimée que par les cTEC qui 
n’expriment pas ou peu de CatS. Ainsi, dans les cTEC, la CatL doit avoir une fonction dans 
la génération des peptides du soi impliqués dans la sélection positive des thymocytes 
exprimant un TCR restreint par le CMH-II. En utilisant des chimères hématopoïétiques, 
le groupe de Rudensky a montré que l’abolition de la sélection négative dans ces souris 
restaure le compartiment T CD4 (Honey et al., 2002). En utilisant des souris CatL 
déficiente exprimant I-Aq ou I-Ab mais déficiente pour la chaîne Ii, les auteurs ont 
observés la même diminution de la population SP CD4 dans le thymus. Ces résultats 
suggèrent que la CatL influence la présentation d’antigène par le CMH-II dans les cTEC et 
la sélection positive des thymocytes non pas par son rôle dans la dégradation de la 
chaîne Ii mais par la génération du répertoire de peptide présenté en surface par le 
CMH-II. On peut supposer qu’en l’absence de CatL, le répertoire de peptide présenté par 
le CMH-II à la surface des cTEC pour la sélection positive ressemble à celui présentés par 
les DC thymiques dans la médulla. Ainsi, des thymocytes positivement sélectionnés dans 
le cortex rencontraient à nouveaux le même ligand dans la médulla. Sachant que le 
niveau d’expression du TCR augmente après la sélection positive, les thymocytes 
positivement sélectionnés dans ces souris recevraient un signal plus fort au contact des 
DC dans la médulla. Ce signal fort entraînerait la délétion de ces thymocytes. 
 
AEP a été identifié comme étant capable de dégrader le fragment C de la toxine tétanique 
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(TTCF) et de générer ainsi un peptide capable d’être présenté à des cellules T CD4 
spécifiques (Manoury et al., 1998). Cependant, chez les souris déficientes en AEP, ce 
même peptide est généré et présenté aux cellules T CD4 spécifiques par un effet de 
compensation par les CatL et S (Matthews et al., 2010). Toutefois, la génération du 
peptide est plus lente dans les cellules déficientes en AEP suggérant un rôle préférentiel 
de cette protéase dans la génération de ce peptide. AEP peut également induire 
l’activation d’autres protéases. En effet, AEP catalyse le passage de la CatL d’une forme 
monomérique inactive à une forme dimérique active (Maehr et al., 2005). De plus, AEP 
est capable de dégrader la cystatine C, une protéine inhibitrice des CatB et S mais 
également de AEP elle-même. 
 
Les protéases endolysosomales peuvent également induire la dégradation de certains 
épitopes et ainsi empêcher leur présentation. Ainsi, dans l’étude du groupe de Rudensky 
précédemment citée, les auteurs ont observé que l’expression de la CatL ou de la CatS 
dans des fibroblastes pouvait inhiber la présentation de certains antigènes exogènes et 
que la génération et la présentation de certains peptides par le CMH-II en surface était 
abolie dans les cellules exprimant l’une ou l’autre protéase (Hsieh et al., 2002). Les CatD 
et E sont quant à elle capables de catalyser la destruction d’épitopes de la myoglobine 
(Moss et al., 2005). De son côté, la CatB induit la dégradation de l’épitope OVA322-336 in 
vitro (Rodriguez and Diment, 1995). Enfin, chez l’Homme, AEP détruit un épitope de la 
protéine basique de la myéline (MBP), MBP85-99 (Manoury et al., 2002). 
 
TSSP est une protéine de la famille des exopeptidases lysosomal à sérine Pro-Xaa aussi 
appelée peptidases S28. TSSP est exprimé dans le thymus par les cTEC et les DC 
thymiques (Viret et al., 2011b). En périphérie, son expression n’est pas détectable par 
PCR dans les DC même après stimulation via les TLR mais elle est fortement augmentée 
dans les LB après une stimulation par le LPS. Les données obtenues au laboratoire 
suggèrent que TSSP participerait à la génération du répertoire de peptides présenté par 
le CMH-II dans les DC thymiques par un mécanisme non défini (Viret et al., 2011a; Viret 
et al., 2011b). D’autres données suggèrent qu’elle serait impliquée dans la sélection 
positive et contrôlerait donc potentiellement la présentation par le CMH-II dans les cTEC 
(Gommeaux et al., 2009). Les données disponibles sur cette protéase seront développées 
plus loin. 
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Figure 14 : Représentation schématique de la voie de présentation d’antigènes par 
le CMH de classe II 
Des antigènes sont capturés depuis le milieu extracellulaire par endocytose ou depuis le 
cytosol par autophagie. Les vésicules formées fusionnent avec des lysosomes et des 
compartiments contenant des molécules de CMH-II associés à la chaine invariante Ii. Des 
protéases catalysent la dégradation de protéines en peptides. Ces mêmes protéases 
catalysent la dégradation séquentielle de la chaine Ii qui laisse finalement le peptide 
CLIP dans le sillon peptidique de la molécule de CMH-II. Finalement, le peptide CLIP est 
libéré par la chaperonne DM et un peptide issu de la dégradation de l’antigène est chargé 
dans le sillon peptidique. Les complexes pCMH-II ainsi formés sont exportés à la 
membrane plasmique pour être présentés aux LT CD4. 
 
Les protéases ne sont pas les seules protéines à intervenir dans la dégradation des 
antigènes et la génération d’épitopes. De nombreux antigènes sont structurés par des 
interactions non-covalentes comme les ponts disulfures. Ainsi, la dégradation de HEL et 
de la ribonucléase A nécessitent la réduction des ponts disulfures présents dans ces 
antigènes (Collins et al., 1991; van Noort and Jacobs, 1994). Plus précisément, in vitro, la 
dégradation de HEL et la génération de l’épitope par la CatD n’est possible qu’après 
traitement de l’antigène avec un agent réducteur (van Noort and Jacobs, 1994). La thiol-
réductase lysosomale inductible par l’IFNγ (GILT) est une enzyme qui catalyse la 
réduction des ponts disulfure des protéines. La réduction des ponts disulfure entraîne 
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une déstabilisation de la structure tertiaire des protéines et ainsi pourrait faciliter 
l’accès des protéases endolysosomales à un site de clivage. GILT a été identifiée comme 
étant nécessaire à la présentation d’antigènes du soi et du non-soi (Bergman et al., 2012; 
Haque et al., 2002; Maric et al., 2001; Rausch et al., 2010; Sealy et al., 2008; West et al., 
2013). Cependant, de nombreux épitopes comme l’épitope HEL20-35 sont générés 
indépendamment de GILT (Bogunovic et al., 2010). Plus encore, la génération de 
certains épitope est inhibée par GILT. Comme les protéases décrites précédemment, 
GILT peut donc avoir des rôles antagonistes dans la présentation par le CMH-II. GILT est 
également important dans l’établissement de la tolérance centrale. En effet, la déficience 
en GILT entraîne dans le thymus un défaut de présentation de la protéine Trp1 et 
permet ainsi le développement de cellules T CD4 exprimant un TCR spécifique de cet 
antigène (Rausch and Hastings, 2012). 
 
   
Antigen presentation 
 
Expression in 
the thymus1) 
Localisation2) Increased3) Decreased4) 
CatB All cells Endosomes OVA 
 
CatD All cells Lysosomes OVA, HEL Myoglobin 
CatE All cells Lysosomes OVA Myoglobin 
CatL cTEC / mTEC 
Late endosomes / 
Lysosomes 
OVA, KLH, TTCF IgM 
CatS mTEC / DC 
Early endosomes / 
Lysosomes 
OVA, KLH, TTCF, HEL, 
Collagen 
IgM 
AEP All cells Lysosomes TTCF MBP (Human) 
GILT mTEC / DC 
Endosomes / 
Lysosomes 
Trp1, HEL, MOG Cyclin B1, Cep68 
Table 1 : Acteurs protéiques impliqués dans la présentation d’antigènes par le 
CMH de classe II 
1) Cellules exprimant la protéine 
2) Localisation subcellulaire de la protéine 
3) Antigènes dont la présentation est augmentée par la protéine 
4) Antigènes dont la présentation est inhibée par la protéine 
 
Pour finir, des travaux de plusieurs groupes suggèrent que la liaison d’un peptide dans le 
sillon peptidique du CMH-II pourrait être suivie d’une étape de rognage du peptide en 
question (Castellino et al., 1998; Sercarz et al., 1993). Selon un modèle proposé par 
Sercarz, des épitopes pourraient se lier aux molécules de CMH-II sous la forme de 
protéines structurées, dénaturées ou partiellement dégradées (Sercarz et al., 1993). Par 
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la suite, la protéolyse de l’antigène se poursuit, l’épitope restant protégé par le sillon du 
CMH-II. Ce modèle est appuyé par les travaux du groupe d’Elliott qui suggèrent que la 
présentation d’une glycoprotéine virale gp90 nécessite la liaison de l’épitope au CMH-II 
avant la dégradation de l’antigène (Mimura et al., 2007). Les travaux du groupe de 
Unanue suggèrent que des fragments de HEL contenant le peptide HEL52-61 se lient à 
l’allèle de CMH-II I-Ak et sont ensuite digérés (Nelson et al., 1997). Le peptide HEL52-61 
constitue le cœur de l’épitope et contient les aa qui se lient à la molécule de CMH-II. 
Lorsque les auteurs ont analysé les peptides associés aux molécules de CMH-II, ils ont 
observé des fragments de 13 à 16 aa qui contenaient le peptide HEL52-61 flanqué de 
résidus supplémentaires à l’extrémité amino et carboxyterminale. La mutation de 
certains résidus en aminoterminale modifie la fréquence des différents peptides générés. 
Ces résultats sont en accord avec la théorie selon laquelle l’épitope se lie aux molécules 
de CMH-II sous la forme d’un long fragment peptidique puis est progressivement rogné 
pour aboutir à un épitope lié au CMH-II flanqué de part et d’autre de quelques résidus. 
L’importance de ces résidus flanquants dans la reconnaissance du peptide par le TCR 
des LT CD4 a été démontrée par le groupe de Vignali (Arnold et al., 2002; Carson et al., 
1997). En utilisant l’épitope HEL48-63 contenant la séquence cœur HEL52-61 flanqués soit 
des résidus naturels de HEL, soit avec des substitutions ponctuelles, les auteurs ont 
montré que la présence d’un résidu tryptophane à la position 62 était nécessaire à la 
reconnaissance de cet épitope par 65% des cellules T CD4 spécifiques. Le même 
phénomène a été observé pour d’autres épitopes de HEL ou pour des épitopes de la 
décarboxylase de l’acide glutamique de 65kDa (GAD65) (Dai et al., 2008). Des 
substitutions ou des délétions de résidus flanquants le peptide cœur en amino ou en 
carboxyterminale peuvent inhiber la reconnaissance de ces épitopes par les cellules T 
CD4 spécifiques (Arnold et al., 2002). Les mécanismes et les acteurs moléculaires 
responsables de ce rognage de peptide restent à élucider. 
 
 
IV) Réponse immunitaire et tolérance périphérique 
 
 
1) Les cellules dendritiques périphériques 
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Les DC périphériques sont les APC les plus capables d’activer des LT naïfs (Merad et al., 
2013). C’est l’une des principales caractéristique des DC. Les DC peuvent se différencier 
à partir de précurseurs myéloïdes et lymphoïdes (Manz et al., 2001; Traver et al., 2000; 
Wu et al., 2001). On distingue 4 populations de DC périphériques, les cDC, les pDC, les 
cellules de Langerhans et les DC inflammatoires dérivées de monocytes (moDC). Toutes 
ces populations sont caractérisées par l’expression du marqueur CD11c, par leur grande 
capacité de capture de l’antigène au stade immature et par leurs capacités de 
présentation d’antigène et d’activation des LT naïfs après maturation. Elles sont 
présentes dans les organes lymphoïdes secondaires et dans les tissus. 
 
 
a) Les différentes populations de cellules dendritiques 
 
Comme dans le thymus, les cDC expriment fortement CD11c et peuvent être divisées en 
2 sous-types dans les organes lymphoïdes secondaires, les DC CD8+ et CD8- (Crowley et 
al., 1989; Vremec et al., 1992). Il y a peu de différences entre les capacités de ces deux 
sous-types, néanmoins, les DC CD8+ sont plus efficaces pour induire l’activation de LT 
CD8 naïfs et pour effectuer la présentation croisée d’antigènes par le CMH-I (den Haan et 
al., 2000). Dans les tissus, les DC CD103+ se rapprochent des DC CD8+ et les DC CD11bhi 
ressemblent aux DC CD8- (Bedoui et al., 2009). Après activation, ces DC tissulaires 
migrent dans les organes lymphoïdes secondaires et présentent l’antigène aux LT. On les 
appelle alors DC migratoires. Les pDC sont principalement retrouvées dans le sang, la 
rate et les ganglions lymphatiques (Colonna et al., 2004). Contrairement aux autres DC, 
les pDC ne présentent pas une structure ramifiée et sont plus petites. Elles expriment 
CD11c à un niveau intermédiaire ainsi que B220. Elles ont également des capacités de 
phagocytose moindre par rapport aux autres populations de DC. En revanche, après 
activation, ce sont les DC qui produisent le plus d’interféron de type 1. Les cellules de 
Langerhans sont les seules DC présentes dans l’épiderme. Elles expriment les marqueurs 
CD11c, CD11b et CD207. Après activation, elles ont les mêmes capacités que les cDC 
migratoires à migrer dans les organes lymphoïdes secondaires et à présenter l’antigène 
aux LT (Kissenpfennig et al., 2005). Les moDC se différencient à partir de monocytes 
activés qui infiltrent le tissu et acquièrent des caractéristiques de DC sous le control du 
« granulocyte-macrophage colony-stimulating factor » (GM-CSF) (León et al., 2004; 
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Merad et al., 2013). Les moDC sont caractérisées par l’expression des marqueurs CD11c, 
CD11b, CMH-II, Ly6C et CD64. Après avoir capturé l’antigène dans le tissu, elles peuvent 
migrer vers les organes lymphoïdes secondaires et présenter l’antigène aux LT. 
 
 
b) Activation et maturation des cellules dendritiques 
 
Hormis les moDC qui sont par définition une population activée et mature présentes 
uniquement dans un contexte inflammatoire, à l’état basal les DC sont immatures. Les 
DC immatures sont caractérisées par leur grande capacité de capture d’antigène par 
phagocytose, macropinocytose et endocytose (Inaba et al., 1993; Sallusto et al., 1995). 
Elles sont également peu mobiles et expriment faiblement voir pas du tout les molécules 
de CMH et de costimulation à leur surface. L’activation et la maturation des DC est 
dépendante de signaux perçus par des récepteurs spécialisés, les récepteurs de 
reconnaissance de motifs moléculaires (PRR). 
 
En 1989, Janeway a proposé que l’activation du système immunitaire était dépendante 
de la reconnaissance de motifs moléculaires conservés associés aux pathogènes (PAMP), 
permettant ainsi la distinction entre le soi et le non-soi (Janeway, 1989). Ce modèle 
n’expliquant pas l’autoimmunité, Matzinger a étendu ce concept en proposant que 
l’activation du système immunitaire était dépendante de signaux de dangers associés à 
des dommages cellulaires dans les tissus (DAMP) (Matzinger, 1994). Ainsi, PAMP et 
DAMP sont reconnus par des PRR. Parmi ceux-ci, les récepteurs de la famille des TLR, 
initialement identifiés chez la drosophile, sont capables de reconnaître une grande 
variété de PAMP et de DAMP (Akira et al., 2006). Ainsi, alors que les TLR4 et 2 
reconnaissent des PAMP bactériens (LPS et peptidoglycanes respectivement), les TLR3, 
7, 8 et 9 reconnaissent différents types d’acides nucléiques. Il existe également d’autres 
PRR appartenant à la famille des lectines de types C, à la famille des protéines RIG-I et à 
la famille des protéines Nod. Chaque population de DC exprime son propre panel de PRR 
suggérant des fonctions différentes pour chacune de ces populations. 
 
La liaison d’un PAMP ou d’un DAMP à son PRR induit une cascade de signalisation qui 
active la DC et entraîne sa maturation. La capacité de capture d’antigène diminue au 
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profit de la mobilité des DC. De plus, les DC diminuent l’expression des récepteurs de 
chimiokines qui sont produites dans le tissu et augmentent l’expression de CCR7 
(Förster et al., 1999). Les ligands de CCR7, CCL19 et CCL21 sont produits par les cellules 
des veinules endothéliales et les cellules stromales des organes lymphoïdes secondaires 
(Gunn et al., 1998). Ainsi, les DC activées migrent vers les organes lymphoïdes 
secondaires et se localisent dans la zone T. La maturation des DC est également associée 
à une augmentation de l’export à la membrane des complexes pCMH, une augmentation 
de la synthèse des molécules de CMH et de l’activité des voies d’apprêtement et de 
présentation d’antigènes (Merad et al., 2013). Les DC activés augmentent également 
l’expression des molécules de costimulation CD80/86. Tous ces mécanismes confèrent 
aux DC matures des capacités de présentation d’antigène et d’activation des LT naïfs. Les 
DC matures expriment également le récepteur CD40.qui, en se liant à son ligand CD154 à 
la surface des LT, induit une augmentation encore plus forte de l’expression des 
complexes pCMH et des molécules de costimulation CD80/86 (Ma and Clark, 2009). La 
liaison de CD154 sur CD40 induit également la production de cytokines 
proinflammatoires par les DC. La liaison de CD40 à la surface des DC par CD154 à la 
surface d’un LT CD4 activé confère aux DC une plus grande capacité à activer les LT CD8 
et à induire leur différenciation en effecteurs cytotoxiques. 
 
 
2) Activation et différenciation des lymphocytes T effecteurs 
 
Les thymocytes SP qui ont passé l’étape de sélection négative quittent le thymus pour 
venir enrichir le compartiment lymphocytaire T périphérique. Au moyen des réseaux 
sanguins et lymphatiques, les LTs vont circuler à travers l’organisme et passer dans les 
organes lymphoïdes secondaires, la rate et les ganglions lymphatiques. Là, des APCs 
présentent des antigènes capturés dans les tissus ou transportés par la lymphe 
jusqu’aux APCs résidentes de l’organe lymphoïde. Les LT qui pénètrent dans l’organe 
lymphoïde établissent des contacts entre leur TCR et les complexes pCMH exprimés à la 
surface des APCs. Si cette interaction est spécifique, le LT pourra s’activer. 
 
Trois signaux sont nécessaires à l’activation des LTs dans les organes lymphoides 
secondaires. Premièrement, le TCR du LT doit engager spécifiquement un complexe 
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pCMH dont il est spécifique et transduire le signal via le complexe CD3. Le deuxième 
signal est la costimulation. La molécule CD28 à la surface des LTs doit engager une 
molécule de costimulation CD80 ou CD86 à la surface de l’APCs. En l’absence de ce signal 
de costimulation, le LTs ne s’active pas et va entrer dans un état d’anergie. Il ne pourra 
plus être activé même en cas de rencontre ultérieure avec l’antigène dont son TCR est 
spécifique. Le troisième signal est la signalisation induite par des cytokines produites 
par les APC ou présentes dans le milieu lui-même. 
 
En fonction des signaux reçus, le LT s’engage dans un lignage effecteur qui est défini par 
l’expression de facteurs de transcription spécifiques et la production d’un ensemble de 
cytokines associées à ce lignage. Pour les LT CD4, ces lignages sont appelés « helper » 
(Th) (Figure 15). Pour les LT CD8, ces lignages sont appelés « cytotoxiques » Tc. 
 
a) La réponse effectrice T CD4 
 
 
Figure 15 : Différenciation des cellules T CD4 effectrices et régulatrices en 
périphérie 
Les différents lignages T CD4 sont représentés avec les cytokines induisant ces lignages, 
les principaux facteurs intracellulaires de différenciation, les principales cytokines 
produites ainsi que les principales fonctions de ces lignages. Adapté de (Nurieva and 
Chung, 2010)  
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- Lignage Th1 
 
En 1986, le groupe de Coffman a défini deux lignages, Th1 et Th2, qui se différencient à 
partir des LT CD4 après activation et sont caractérisés par des profils cytokiniques 
propres (Mosmann et al., 1986). Les cellules Th1 sont classiquement associées à la 
réponse immunitaire contre les pathogènes intracellulaires de type bactériens, viraux ou 
parasitaires (Hsieh et al., 1993; Szabo et al., 2003). Plusieurs études ont également 
associé les cellules Th1 au développement de pathologies autoimmunes comme le 
diabète de type 1 ou la sclérose en plaques bien que ces associations aient souvent été 
remises en question. 
 
Le choix du lignage Th1 est induit par l’IL-12 qui est suffisante à induire cette 
différenciation (Hsieh et al., 1993). Via son récepteur (IL-12R), l’IL-12 produite par les 
DC induit l’activation du transducteur de signal et activateur de transcription (STAT) 4 
qui induit la production d’interféron (IFN) γ (Carter and Murphy, 1999; Jacobson et al., 
1995). STAT4 induit également l’expression du récepteur à l’IL-18 (IL-18R) qui, suite à 
la liaison de l’IL-18 présente dans le milieu, amplifie la production d’IFNγ (Robinson et 
al., 1997; Yoshimoto et al., 1998). L’IFNγ agit de façon autocrine pour induire l’activation 
de STAT1 qui induit l’expression du facteur de transcription T-bet (Szabo et al., 2000). 
Ce facteur de transcription défini le lignage Th1. Il induit l’augmentation de l’expression 
de l’IL-12R et de l’IFNγ (Mullen et al., 2001; Szabo et al., 1997). Ainsi se forme une 
boucle d’amplification de la différenciation Th1. T-bet réprime également l’expression 
de GATA3 et de l’IL-4 qui sont respectivement le facteur de transcription et la cytokine 
spécifiques du lignage Th2 (Djuretic et al., 2007; Hwang et al., 2005). 
 
Les Th1 produisent diverses cytokines dont l’IFNγ, l’IL-2 et les facteurs nécrosant des 
tumeurs (TNF) α et β. Le rôle de l’IFNγ est particulièrement caractérisé (Boehm et al., 
1997). Dans les macrophages, il induit une augmentation de l’activité phagocytique, de 
l’expression des molécules de CMH-I et de CMH-II, de la production l’IL-12 et de la 
production d’agents antimicrobiens (Karupiah et al., 1993; Nathan, 1983; Wong et al., 
1983). L’IFNγ induit également la différenciation des LT CD8 (Sad et al., 1995) en LT 
cytotoxiques qui induisent l’apoptose des cellules cibles. Sur la plupart des cellules de 
l’organisme, l’IFNγ induit une augmentation de l’expression du CMH-I ce qui permet une 
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meilleure reconnaissance de l’antigène et activation de LT CD8. Enfin, sur les LB, l’IFNγ 
induit la commutation de classe vers les isotypes d’immunoglobuline (Ig) G2a et G3 
(Finkelman et al., 1988a; Snapper and Paul, 1987). Ces deux isotypes sont 
particulièrement efficaces pour l’opsonisation des pathogènes et la liaison des molécules 
appartenant à la cascade du complément. 
 
 
- Lignage Th2 
 
Les cellules Th2 sont caractérisées comme étant impliquées dans la réponse 
immunitaire dirigée contre des parasites extracellulaires comme les helminthes ou les 
toxoplasmes. Les lymphocytes Th2 sont également associés à des pathologies 
allergiques comme l’asthme. 
 
L’activation de cellules T CD4 en présence d’IL-4 induit la différenciation en lignage Th2 
(Kopf et al., 1993; Mosmann et al., 1986). L’IL-4 induit l’activation de STAT6 qui induit à 
son tour l’expression du facteur de transcription GATA3 (Kurata et al., 1999; Zhu et al., 
2001). Ce facteur de transcription est nécessaire et suffisant dans l’induction de la 
différenciation Th2 (Zheng and Flavell, 1997). GATA3 induit la production d’IL-4, IL-5 et 
IL-13 (Zhu et al., 2004; Zhu et al., 2006). Parallèlement, la présence d’IL-2 dans le milieu 
induit l’activation de STAT5 qui stimule à son tour la production d’IL-4 (Cote-Sierra et 
al., 2004; Zhu et al., 2003). Enfin, GATA3 et STAT5 inhibent l’expression de Tbet et 
empêche donc la différenciation Th1(Zhu et al., 2006). 
 
L’IL 4 produite pas les Th2 va favoriser la différenciation d’autres cellules T CD4 en Th2. 
Elle induit également chez les LB une commutation isotypique vers les IgG1 et les IgE, 
des isotypes ne fixant pas le complément mais qui induisent l’activation et la 
dégranulation des mastocytes (Finkelman et al., 1988b; Ochel et al., 1991; Segal et al., 
1977). L’IL5 est la cytokine principale de différenciation, d’activation et de recrutement 
des éosinophiles (Yamaguchi et al., 1988). L’IL-13 serait quant à elle impliquée dans la 
prolifération de LB, leur différenciation en plasmocytes et la commutation de classe vers 
les IgE (Emson et al., 1998). L’IL-5 et l’IL13 sont également capables d’induire la 
production d’IL-4 par les APCs, amplifiant ainsi la différenciation Th2. 
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- Le lignage Th17 
 
Les cellules Th17 sont impliquées dans la réponse immunitaire contre les bactéries et 
les champignons (Dubin and Kolls, 2008). Ils ont également un rôle pathogène dans de 
nombreuses maladies autoimmunes comme l’arthrite rhumatoïde et la sclérose en 
plaque. Ils sont également impliqués dans l’homéostasie intestinale et peuvent avoir un 
effet protecteur dans certains modèles de colite. 
 
La différenciation en Th17 est induite chez les LT CD4 activés par une combinaison d’IL-
6 et de TGFβ (Bettelli et al., 2006; Mangan et al., 2006; Veldhoen et al., 2006). Cette 
combinaison induit la production d’IL-21 par les cellules T CD4 qui agit de façon 
autocrine pour induire la prolifération des cellules Th17, l’expression du récepteur à 
l’IL-23 (IL-23R) et l’activation de STAT3 (Chen et al., 2007). STAT3 induit l’expression 
du récepteur orphelin γ lié au récepteur de l’acide rétinoïque (RORγt) (Ivanov et al., 
2006; Yang et al., 2008). Celui-ci est suffisant à promouvoir la production d’IL-17 
caractéristique des Th17 (Ivanov et al., 2006). Parallèlement, STAT3 réprime 
l’expression du facteur de transcription spécifique des Treg, FoxP3 (Yang et al., 2007). 
L’IL-23 présente dans le milieu stabilise le phénotype Th17 en se fixant sur son 
récepteur constitué de l’IL-23R et de la chaîne B1 de l’IL-12R. 
 
Les cellules Th17 produisent de l’IL-17A et F ainsi que de l’IL-6, IL-21 et IL-22 (Bettelli et 
al., 2008). Dans les tissus, les IL-17A et F induisent la production de cytokines 
proinflammatoires, de chimiokines, de peptides antimicrobiens et de métalloprotéines 
par les fibroblastes et les cellules épithéliales (Fossiez et al., 1998). Elles favorisent 
également le recrutement des neutrophiles en induisant la production de la chimiokine 
CXCL8 par les macrophages (Bettelli et al., 2008). L’IL-21 a un effet pleïotropique sur 
toutes les cellules du lignage lymphoïde ainsi que sur les DC et les macrophages. Par 
exemple, l’IL-21 induit l’activation, la prolifération et la maturation des LB ainsi que la 
commutation de classe vers les IgG1 et les IgG3. Cette cytokine est également capable 
d’induire la différenciation de cellules T CD4 naïve en Th17. 
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- Le lignage Th folliculaire (Tfh) 
 
Récemment identifiés, les Tfh sont une population de LT CD4 « helper » spécialisé dans 
l’aide aux LB (Crotty, 2011). Ils expriment le récepteur aux chimiokines CXCR5 qui, sous 
l’effet de son ligand CXCL13, permet leur localisation dans les follicules B dans les 
organes lymphoïdes secondaires (Förster et al., 1996). La différenciation de LT CD4 naïfs 
en Tfh est induite par l’IL-6 et l’IL-21 qui induisent l’expression de Bcl6, le facteur de 
transcription des Tfh qui contrôle l’expression de CXCR5 (Crotty, 2011; Liu et al., 2012). 
Dans les organes lymphoïdes, les LB ayant capturé un antigène présentent celui-ci sous 
la forme de complexes pCMH-II qui sont reconnus par les Tfh exprimant un TCR 
spécifique (Crotty, 2011). Les Tfh soutiennent la survie et la prolifération des LB par leur 
production d’IL-21. Ce sont les cytokines produites par les Tfh comme l’IL-4 et non celles 
produites par les autres lignages Th qui induisent la commutation de classe des LB. De 
façon intéressante, les travaux du groupe de McHeyzer-Williams montrent que les LT 
CD4 exprimant un TCR de forte affinité pour le cytochrome C de pigeon se différencient 
plus facilement en Tfh que ceux portant un TCR de faible affinité après immunisation 
(Fazilleau et al., 2009). Ces résultats suggèrent que comme cela avait été suggéré pour le 
choix de lignage entre Th1 et Th2, la différenciation en Tfh est dépendant de l’affinité du 
TCR exprimé par le LT CD4 naïf (Constant and Bottomly, 1997). 
 
 
b) La réponse effectrice T CD8 
 
Le TCR des LT CD8 reconnaît des antigènes présentés dans le contexte du CMH-I. Après 
activation, les LT CD8 acquièrent des capacités de production de cytokines et des 
molécules de cytotoxicité. On parle alors de LT cytotoxiques (CTL). Les CTL utilisent 
plusieurs mécanismes de cytotoxicité dont le principal fait intervenir la perforine, qui 
forme des pores dans la membrane plasmique de la cellule cible, et les granzymes, qui 
pénètrent dans la cellule cible via la perforine et induisent l’apoptose des cellules cibles 
en activant la voie des caspases. Une autre voie de cytotoxicité fait intervenir le 
récepteur de mort cellulaire Fas exprimé à la surface de la cellule cible et son ligand FasL 
exprimé à la surface du CTL. L’acquisition des mécanismes de cytotoxicité est 
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dépendante de l’eomesodermine (eomes), un facteur de transcription paralogue de T-
bet (Pearce et al., 2003). L’expression ectopique d’eomes est suffisante pour induire la 
production de perforine, de granzyme B et d’IFNγ. 
 
Comme pour les LT CD4, le contexte cytokinique dans lequel le LT CD8 est activé 
influence le choix de son lignage. L’IFNγ et l’IL-12 induisent la différenciation en CTL de 
type Tc1 qui produisent de l’IFNγ et du TNFα (Sad et al., 1995). Les Tc1 sont plus 
particulièrement associés à l’élimination des cellules tumorales et des infections virales 
(Cerwenka et al., 1999; Dobrzanski et al., 1999). Ce sont également les CTL 
principalement impliqués dans la destruction des cellules β des îlots de Langherans au 
cours du développement du diabète de type 1 (Vizler et al., 2000). En présence d’IL-4, 
les LT CD8 se différencient en CTL de type Tc2 (Sad et al., 1995). Ils produisent de l’IL-4, 
IL-5 et IL-6. Ils produisent également de l’IFNγ mais dans une moindre mesure 
comparativement aux Tc1. Les Tc2 sont impliqués dans l’aide aux LB pour la production 
d’IgG1 et d’IgE (Erard et al., 1993). Bien qu’ayant des capacités cytotoxiques 
équivalentes aux Tc1, les Tc2 induisent moins efficacement le diabète de type 1 (Vizler 
et al., 2000). Enfin, l’IL-6, l’IL-23 et le TGFβ semblent induire la différenciation de LT CD8 
en CTL de type Tc17 qui produisent de l’IL-17 et de l’IFNγ (Curtis et al., 2009; Liu et al., 
2007). Ces cellules sont retrouvées au niveau des muqueuses pulmonaires et gastriques 
notamment. Elles semblent également posséder une activité anti-tumorale (Hinrichs et 
al., 2009). Enfin, ces cellules ont également été retrouvées dans les lésions chez les 
patients atteint de sclérose en plaque et dans des modèles d’encéphalomyélite 
autoimmune expérimentale chez la souris (Huber et al., 2009; Tzartos et al., 2008). Dans 
ce dernier modèle cependant, les cellules Tc17 purifiées à partir du système nerveux 
central des souris ne semblent pas exprimer de granzyme B. Bien que dépourvu de cette 
capacité, ces cellules pourraient tout de même contribuer à la destruction de la gaine de 
myéline par la voie Fas/FasL (Okuda et al., 1998). 
 
  
 
59 
3) La tolérance périphérique 
 
Les mécanismes de tolérance centrale ne sont pas pleinement efficaces et certaines 
cellules T exprimant un TCR autospécifique généralement de faible affinité sortent du 
thymus et en périphérie pourraient être  activées par la protéine du soi dont elles sont 
spécifiques. Ainsi, il existe des mécanismes de tolérance en périphérie qui se classent en 
deux catégories. La tolérance passive qui consiste en des mécanismes permettant 
d’éviter l’activation des cellules T autospécifiques et la tolérance dominante qui fait 
intervenir des cellules qui s’activent pour supprimer la réponse immunitaire. 
 
 
a) La tolérance passive (Figure 16) 
 
On peut décrire 4 mécanismes de tolérance passive. L’ignorance consiste simplement en 
l’absence de présentation d’un antigène par les APC dans les organes lymphoïdes 
secondaires. Ainsi, l’antigène peut ne pas être accessible aux APC ou alors l’épitope 
immunodominant peut être détruit lors de l’apprêtement de l’antigène. C’est le cas 
notamment chez l’Homme de l’épitope MBP85-99 de la protéine basique de la myéline qui 
est détruit par AEP (Manoury et al., 2002). De plus, certains organes sont considérés 
comme des sites immunoprivilégiés (Niederkorn, 2006). Ces organes sont protégés du 
système immunitaire soit par des barrières physiques qui rendent l’organe inaccessible 
aux cellules immunitaires, soit par des mécanismes immunosuppresseurs locaux. Ainsi, 
les APC peuvent ne pas avoir accès à l’antigène et ne le présentent donc pas. C’est le cas 
notamment de l’œil. Les protéines du soi spécifiques du globe oculaire ne sont pas 
présentées dans les ganglions lymphatiques en situation normale. Cependant, en cas de 
traumatisme notamment, les protéines du globe oculaire peuvent être capturées et 
présentées par des APC et induire en retour une réponse autoimmune dirigée contre les 
deux yeux. Le système nerveux central (SNC) est également considéré comme un site 
immunoprivilégié. Il est en effet protégé de l’infiltration par des cellules immunitaires 
par une structure appélée barrière hémato-encéphalique qui isole le SNC de la 
circulation sanguine. Celle-ci est constituée de cellules endothéliales soutenues par des 
cellules gliales, les astrocytes. Toutefois, des traumatismes ou des infections peuvent 
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provoquer une perméabilisation de la barrière hémato-encéphalique et permettre 
l’infiltration de cellules immunitaires. 
 
Dans le cas où les antigènes sont effectivement présentés par les APC, il existe des 
mécanismes empéchant l’activation des cellules T. La présentation d’un antigène par une 
DC immature en périphérie induit l’anergie des cellules T spécifiques. Il s’agit d’un 
processus d’inactivation fonctionnelle irréversible qui entraîne une absence de réponse 
du LT à une stimulation via son TCR (Schwartz, 2003). Ce phénomène est induit par des 
molécules de constimulation inhibitrices comme l’antigène associé aux CTL 4 (CTLA4) 
exprimé par les LT et qui entre en compétition avec CD28 pour la liaison à CD80/86 
(Perez et al., 1997). La molécule de mort cellulaire programmée 1 (PD1) est également 
exprimé à la surface des LT au cours de l’activation et sa liaison avec l’un de ses ligands 
(PDL1 et PDL2) à la surface des APC induit également l’anergie des LT (Khoury and 
Sayegh, 2004). 
 
La déviation phénotypique est un mécanisme qui consiste à induire la différenciation du 
LT dans un lignage inadapté à l’élimination du pathogène. Ainsi, en contrôlant la 
polarisation de la réponse immunitaire par les cytokines polarisantes qu’elles 
produisent, les APC peuvent induire une réponse immunitaire efficace ou non contre 
l’antigène. Ce mécanisme est également applicable dans le cas de pathologie 
autoimmune. Ainsi, alors que le diabète de type 1 est induit par une réponse de type 
Th1, la déviation phénotypique vers le lignage Th2 prévient le développement de la 
pathologie chez la souris NOD (Trembleau et al., 1997). 
 
Le dernier mécanisme est la mort cellulaire induite par l’activation (AICD). L’activation 
d’un LT par une APC peut induire l’expression de Fas et FasL à la surface du LT qui 
meure par apoptose (Watanabe-Fukunaga et al., 1992). Ce phénomène est appelé mort 
cellulaire induite par l’activation. La délétion peut également être induite par des 
mécanismes mettant en jeu les récepteurs au TNF (Zheng et al., 1995). En périphérie et 
en l’absence de signaux de danger, les DC immatures qui capturent un antigène tissulaire 
issu de cellules apoptotiques peuvent induire l’AICD de LT CD8 spécifiques de cet 
antigène. (Kurts et al., 1997; Parish et al., 2009) 
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Figure 16 : Mécanismes de tolérance passive 
Les principaux mécanismes de tolérance périphérique sont représentés : a) l’ignorance 
ou l’absence de présentation antigénique, b) l’induction d’un phénotype anergique par 
une costimulation inhibitrice c) la déviation phénotypique qui induit une réponse 
inadapté à l’élimination de l’antigène et d) l’apoptose qui est induite par l’activation des 
LT. Adapté de (Walker and Abbas, 2002) 
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b) La tolérance dominante 
 
La tolérance dominante regroupe un ensemble de mécanismes d’immunosuppression 
induits par des cellules spécialisées dites immunosuppressives ou régulatrices. Parmi 
celles-ci les cellules régulatrices les mieux caractérisées sont les LT régulateur CD4+ 
CD25+ FoxP3+. Nous avons vu dans le chapitre traitant de la tolérance centrale que des 
Treg peuvent se développer dans le thymus lors de la sélection négative. On parle alors 
de Treg naturels (nTreg). Parallèlement, en périphérie, les cellules T activées peuvent se 
différencier en Treg induits (iTreg).  
 
 
- Les lymphocytes T CD4 régulateurs induits 
 
Comme précédemment décrit pour la différenciation dans les lignages Th1, Th2 et Th17, 
les T CD4 lors de leur activation peuvent se différencier dans un lignage régulateur, les 
iTreg. Le TGFβ induit l’activation STAT5 qui va à son tour induire l’expression du facteur 
de transcription FoxP3 caractéristique des Treg (Bettelli et al., 2006; Shevach et al., 
2008). L’expression de FoxP3 est suffisante pour induire le phénotype 
immunosuppresseur dans les LT CD4. Parallèlement, l’IL-10 peut elle aussi induire la 
différenciation de cellules T CD4 naïves en iTreg (Roncarolo et al., 2006). Les iTregs 
induits par le TGFβ sont appelées Th3 et ceux induits par l’IL-10 sont appelés Tr1. 
 
Les Th3 ont été initialement identifiés dans un modèle d’induction de tolérance orale à 
MBP. Les cellules ainsi induites sont capables de protéger les souris de l’EAE induite par 
MBP (Chen et al., 1994). Elles sont caractérisées par leur forte production de TGFβ. Les 
Tr1 ont été identifié tout d’abord in vitro. La culture de cellules T CD4 activées en 
présence d’IL-10 conduit à la différenciation d’iTreg produisant de grandes quantités 
d’IL-10 (Roncarolo et al., 2006). Ces cellules ont été montrées comme pouvant inhiber le 
développement de colite expérimentale chez la souris (Groux et al., 1997; Roncarolo et 
al., 2006). 
 
Concernant le répertoire TCR exprimé par les Treg, il faut noter que les nTreg sont 
éduqués dans le thymus par un répertoire de peptide dérivé de protéines du soi. En 
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périphérie, le répertoire de peptide présenté pour induire la différenciation des iTreg 
est composé de peptides dérivé du soi et du non-soi. Ainsi, alors que les nTreg, sont 
principalement composés de cellules exprimant des TCR autospécifiques, les iTreg 
peuvent exprimer des TCR spécifiques du non-soi (Bluestone and Abbas, 2003; Yadav et 
al., 2013). Ceci est particulièrement important notamment au niveau de l’intestin où l’on 
retrouve une proportion importante de Treg spécifiques d’antigènes provenant de la 
flore intestinale commensale. Ainsi, le système immunitaire ne réagit pas contre cette 
flore bactérienne essentielle au bon fonctionnement de l’appareil digestif. 
 
 
- Le facteur de transcription FoxP3 
 
FoxP3 est un facteur de transcription capable d’induire à lui seul le développement de 
fonctions immunosuppressives dans les LT CD4 (Fontenot et al., 2003; Hori et al., 2003; 
Khattri et al., 2003). Chez l’Homme, la mutation du gène codant pour FoxP3 entraîne 
l’apparition du syndrome d'immunodérégulation, polyendocrinopathie, entéropathie 
autoimmune lié au chromosome X (IPEX) (Bennett et al., 2001). Il s’agit d’une 
immunodéficience sévère associée à des troubles autoimmuns comme le diabète de type 
1, des troubles inflammatoires chroniques de l’intestin, une dermatite atopique et une 
forte sensibilité aux infections. Chez la souris, la mutation de FoxP3 est responsable du 
phénotype Scurfy caractérisé par une hyperactivation du compartiment lymphocytaire T 
(Brunkow et al., 2001). Conjointement, les travaux des groupes de Ramsdell, Rudensky 
et Sakaguchi ont montré que le facteur FoxP3 était responsable du phénotype régulateur 
des LT CD4+ CD25+ et que son expression ectopique dans les LT CD4+ CD25- conférait 
des capacités régulatrices à ces cellules (Fontenot et al., 2003; Hori et al., 2003; Khattri 
et al., 2003). 
 
                                                                                                                                                                                                                                                           
- Les mécanismes immunosuppresseurs (Figure 17) 
 
Les Treg qu’ils se développent naturellement dans le thymus ou soient induits en 
périphérie ont la capacité de migrer au niveau des sites inflammatoires et d’inhiber 
l’activation et la prolifération des cellules effectrices.  
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Les Treg produisent de grandes quantités de cytokines immunosuppressives. L’IL-10 a 
été décrite comme pouvant inhiber le développement d’inflammations intestinales 
(Asseman et al., 1999). Elle participe également aux mécanismes d’immunosuppression 
par les Treg dans différents modèles d’allergies et d’infections chroniques comme 
l’hépatite B (Schlaak et al., 1999; Vignali et al., 2008). Cette cytokine est capable 
d’inhiber la phosphorylation de la molécule de costimulation CD28 empêchant ainsi la 
transduction d’un signal essentiel à l’activation des cellules T (Akdis et al., 2000). Sur les 
DC, l’IL-10 induit la diminution de l’expression des molécules de CMH et de 
costimulation ainsi que la production de cytokines proiflammatoires et de chimiokines 
(Moore et al., 2001). In vitro, la fonction immunosuppressive des Treg ne requiert pas le 
TGFβ (Piccirillo et al., 2002). Toutefois, il est clairement décrit que cette cytokine a un 
rôle protecteur dans le diabète de type 1 et dans la colite (Belghith et al., 2003; Green et 
al., 2003; Powrie et al., 1996). Cependant, des Treg déficients pour le TGFβ sont 
également capables de protéger de la colite. Néanmoins, l’injection d’un anticorps 
bloquant le TGFβ dans ce modèle lève la protection induite par les Treg suggérant que la 
production de TGFβ est induite par les Treg pour supprimer la réponse colitogène. Au 
niveau cellulaire, le TGFβ inhibe la prolifération des LT dépendante de l’IL-2 ainsi que la 
production d’IFNγ et de TNFα par ces mêmes cellules (Vignali et al., 2008). Il inhibe 
également la présentation d’antigènes par les APC en diminuant l’expression des 
molécules de CMH et de costimulation à leur surface (Czarniecki et al., 1988). Il faut 
également noter que l’IL-10 et le TGFβ sont capables d’induire la différenciation cellules 
T naïves en iTreg au cours de leur activation comme décrit précédemment ce qui 
pourrait amplifier la réponse immunosuppressive (Bettelli et al., 2006; Roncarolo et al., 
2006). Finalement, les Treg produisent également de l’IL-35 qui peut induire la 
différenciation de cellules T CD4 naïves en Treg et inhiber la fonction des cellules T 
effectrices (Collison et al., 2010). L’IL-35 est une cytokine immunomodulatrice dont 
l’expression ectopique dans le pancréas inhibe le développement du diabète de type 1 
chez la souris NOD (Bettini et al., 2012). L’IL-35 peut également inhiber le 
développement de l’arthrite induite par le collagène chez la souris en stimulant la 
production d’IL-10 par les Treg (Kochetkova et al., 2010). Finalement, l’IL-35 produite 
par les Treg permet d’inverser le développement d’allergies aériennes chez la souris 
(Whitehead et al., 2012). 
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Les Treg peuvent également induire des perturbations métaboliques des LT effecteurs. 
Comme décrit précédemment, les Treg expriment fortement le CD25 qui est la sous-
unité α du récepteur à l’IL-2 (IL-2Rα). L’IL-2 est une cytokine essentielle au 
développement et à la fonction des Treg (de la Rosa et al., 2004). Elle participe 
notamment à l’expression de FoxP3 ainsi qu’à la répression de RORγt empêchant ainsi la 
différenciation Th17 (Fontenot et al., 2005). Les travaux du groupe de Lenardo 
suggèrent que de par leur forte expression de CD25, les Treg induisent la déprivation en 
IL-2 du milieu extracellulaire (Pandiyan et al., 2007). Sans cette cytokine, les cellules T 
effectrices meurent par apoptose. De plus, les Treg expriment à leur surface les 
ectonucléotidases CD39 et CD73 qui catalysent la production d’adénosine par 
déphosphorylation des molécules d’adénosine mono-, di- et tri-phosphate (AMP, ADP et 
ATP) (Deaglio et al., 2007). L’adénosine libre peut se lier sur son récepteur exprimé à la 
surface des cellules T activées inhibant la production d’IL-2 ainsi que la prolifération 
cellulaire. De plus, l’adénosine libre stimule la production de TGFβ par les LT activé 
favorisant ainsi potentiellement le développement de nouveaux Treg localement. Enfin, 
les Treg sont des cellules riches en AMP cyclique (AMPc) (Bopp et al., 2007). Celui-ci 
pourrait être transféré à des LT effecteurs. L’AMPc est un second messager impliqué 
dans de nombreuses voies de signalisation et qui inhiberait notamment la prolifération 
et la production d’IL-2 par les LT. 
 
Les Treg sont également capables d’inhiber la maturation et d’induire un phénotype 
tolérogène des DC par l’intermédiaire de CTLA4. En effet, l’injection d’un anticorps 
bloquant CTLA4 chez les souris induit le développement de pathologies autoimmunes 
(Takahashi et al., 2000). Ainsi, CTLA4 a la surface des Treg induit une diminution de 
l’expression des molécules de costimulation CD80/86 à la surface des DC (Cederbom et 
al., 2000). L’interaction avec CTLA4 induit également l’expression de l’indoleamine 2,3 
désoxygénase par les DC qui catalyse la dégradation du tryptophane en kynurénines 
dans le milieu extracellulaire (Fallarino et al., 2003a). La déprivation en tryptophane et 
la production de kynurénines proapoptotiques inhibe la prolifération des LT activés et 
induit leur l’apoptose(Fallarino et al., 2003b). Les Treg sont également capables 
d’induire directement l’apoptose des LT effecteurs par la production de granzymes, de la 
galectine 1 ou l’expression du TNF related apoptosis inducing ligand (TRAIL) qui en se 
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liant aux récepteurs de mort DR5 induit l’apoptose de cellules T effectrices (Gondek et 
al., 2005; Ren et al., 2007). 
 
 
 
Figure 17 : Mécanismes immunosuppresseurs des lymphocytes T regulateurs 
Les principaux mécanismes de tolérance dominante par les Treg sont représentés, a) la 
sécrétion de cytokines immunosuppressives, b) la lyse des cellules effectrices, c) la 
perturbation du métabolisme des cellules effectrices par contact ou par modification du 
milieu extracellulaire et d) l’induction d’un phénotype tolérogène chez les DC. Adapté de 
(Vignali et al., 2008) 
 
Finalement, l’ensemble de ces mécanismes fait des Treg des acteurs essentiels de la 
réponse immunitaire. En empêchant l’activation de cellules T autospécifiques, les Treg 
protègent du développement de pathologies autoimmunes. Ils empêchent également 
l’emballement du système immunitaire qui pourrait conduire à l’apparition de maladies 
inflammatoires chroniques et d’allergies. Les Treg ont cependant un rôle délétère dans 
certaines situations. En effet, les tumeurs peuvent produire des facteurs 
chimioattractants qui vont induire le recrutement de Treg au sein de la tumeur et ainsi 
inhiber la réponse antitumorale. De plus, certains pathogènes comme le virus de 
l’hépatite B ont développé des stratégies utilisant les capacités immunosuppressives des 
Treg pour se protéger du système immunitaire induisant des formes chroniques 
d’infections. Ainsi, le contrôle de la fonction des Treg est essentiel au bon 
fonctionnement du système immunitaire.   
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V) Le diabète de type 1 
 
Le pancréas est une glande à sécrétions exocrines et endocrines. Ses fonctions exocrines 
sont associées au fonctionnement de l’appareil digestif via la production d’ions 
bicarbonates, de protéases et de lipases. Les fonctions endocrines sont assurées par des 
structures spécialisées appelés îlots de Langerhans. Les îlots sont composés de 
différents types cellulaires ayant des fonctions endocrines distinctes. Environ 70% de la 
masse des îlots est composé de cellules β qui produisent l’insuline, l’hormone 
hypoglycémiante. Située préférentiellement en périphérie des îlots se trouvent les 
cellules α qui produisent du glucagon qui à l’effet inverse de l’insuline. Ces cellules 
comptent pour environ 15% de la masse des îlots. Egalement situées préférentiellement 
en périphérie se trouvent les cellules δ qui forment moins de 10% de la masse des îlots 
et produisent la somatostatine, une hormone qui régule les systèmes endocriniens. Les 
cellules PP qui comptent pour moins de 5% de la masse des îlots produisent le 
polypeptide pancréatique qui a également une fonction de régulateur des systèmes 
endocriniens. Les cellules ε qui représentent moins de 1% des cellules des îlots sécrètent 
la ghréline qui stimule l’appétit et peut également agir comme régulateur des systèmes 
endocriniens. Ces cellules sont regroupées de façon compacte et forment les îlots de 
Langerhans au sens strict. La structure ainsi formée est traversée par de nombreux 
capillaires sanguins ce qui permet une libération directe des hormones produites par les 
îlots. Il faut également ajouter une population de cellules d’origine gliale, les cellules de 
Schwann péri-insulaires. Ces cellules forment un réseau sous forme de maillage qui 
entoure les îlots de Langerhans. Récemment, l’analyse histologique en trois dimensions 
a révélé que les cellules de Schwann péri-insulaires  envoyaient des prolongements vers 
l’intérieur des îlots qui suivent en partie les capillaires sanguins (Tang et al., 2013). La 
fonction de ces cellules est inconnue mais les analyses microscopiques suggèrent 
qu’elles pourraient jouer notamment un rôle de structure des îlots. 
 
Le diabète de type 1 (Dt1) est une pathologie autoimmune dans laquelle des LT 
autoréactifs spécifiques d’antigènes exprimés par les îlots de Langerhans, induisent la 
destruction des cellules β (Bach, 1994; Castaño and Eisenbarth, 1990). La destruction de 
ces cellules entraîne un arrêt de la production d’insuline ce qui conduit au 
développement d’une hyperglycémie chronique. Les symptômes les plus fréquents sont 
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donc l’hyperglycémie, une fatigue et une soif persistantes et des douleurs gastriques. A 
terme, l’hyperglycémie a des effets néfastes sur de nombreux organes. Parmi les 
complications les plus fréquentes, on peut citer des atteintes cardiovasculaires, de 
l’hypertension, une rétinopathie, des néphropathies et des neuropathies. Toutes ces 
complications font du Dt1 une pathologie systématiquement fatale si non traitée. 
 
 
1) Facteurs de prédisposition 
 
 
a) Facteurs génétiques 
 
 
- Le CMH-II 
 
Le premier locus de susceptibilité au diabète de type 1 est associé aux gènes codant pour 
le CMH-II (Tsai and Santamaria, 2013). Chez l’Homme, plusieurs allèles codant pour les 
molécules de CMH-II DQ et DR ont été associés à la pathologie. 90% des enfants 
développant un Dt1 sont porteur d’au moins un allèle de CMH-II associé à une 
susceptibilité au Dt1. En particulier, les individus exprimant la combinaison d’allèles 
HLA-DR3/DR4-DQ8 est associée à un risque de 5% de développer le Dt1 avant l’âge de 
15 ans (Todd et al., 1987). L’analyse de la séquence de l’allèle DQ8 comparée aux autres 
allèles DQ révèle la présence d’une mutation non synonyme qui entraîne la substitution 
de l’acide aspartique situé à la position β57 (β57Asp) par une alanine. Alors que la 
présence de β57Asp confère un effet protecteur, son absence est associée à une 
susceptibilité accrue au Dt1. Chez la souris, l’allèle I-Ag7 du CMH-II est l’équivalent de 
l’allèle DQ8 chez l’Homme (Wicker et al., 1995). Les propriétés de cet allèle murin seront 
détaillées plus loin. Un autre gène codant pour un CMH-II semble également présenter 
des polymorphismes associés à une susceptibilité au Dt1. Ainsi, alors que l’allèle DP3 est 
un facteur de susceptibilité au Dt1, l’allèle DP4 montre un effet protecteur. 
 
- L’insuline 
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Le second locus est associé à des polymorphismes du promoteur de l’insuline (Bell et al., 
1984). Les allèles du gène de l’insuline sont classés en trois catégories en fonction du 
nombre de répétition d’un microsatellite de 15 paires de bases situé dans la région 
promotrice. Ainsi, les allèles de classe I qui présentent le moins de répétitions du 
microsatellite sont des allèles de susceptibilité (Bennett et al., 1995). Inversement, les 
allèles de classe III qui présentent le plus de répétitions sont des allèles protecteurs. Cet 
effet s’explique par les différences de niveau d’expression de l’insuline entre les 
différents allèles. Les individus porteurs d’allèles de classe III produisent environ 20% 
d’insuline en plus que ceux porteurs d’allèles de classe I, dans le pancréas et dans le 
thymus (Pugliese et al., 1997; Vafiadis et al., 1997). Ainsi, la surexpression thymique de 
l’insuline pourrait augmenter la tolérance centrale vis-à-vis de l’insuline et ainsi 
empêcher le développement d’une réponse T spécifique de l’insuline considéré comme 
l’antigène majeur du Dt1. 
 
 
- CTLA4 
 
Le gène codant pour la molécule immunomodulatrice CTLA4 est associé à un locus de 
susceptibilité au Dt1 (Nisticò et al., 1996; Ueda et al., 2003). Comme décrit 
précédemment, cette molécule est impliquée dans les mécanismes de tolérance 
périphérique passive et dominante (Tivol et al., 1995; Waterhouse et al., 1995). Ainsi, le 
polymorphisme A49G qui correspond à la substitution d’une adénine par une guanosine 
en position 49 de l’exon 1 du gène de CTLA4 est associé à une susceptibilité au Dt1. 
Plusieurs études indépendantes ont confirmé l’association de ce polymorphisme avec le 
Dt1 (Donner et al., 1997; Marron et al., 1997; Nisticò et al., 1996). La déficience en 
CTLA4 est associée à des désordres lymphoproliphératifs. Le polymorphisme A49G 
entraîne une diminution du niveau d’expression de CTLA4 en surface de cellules et à une 
diminution des fonctions immunosuppressives dépendantes de CTLA4 (Anjos et al., 
2002; Kouki et al., 2000). 
 
 
 
- PTPN22 
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Le gène de la tyrosine phosphatase non récepteur 22 (PTPN22) est associé à un locus de 
susceptibilité au Dt1 (Bottini et al., 2004). Ce gène code pour la tyrosine phosphatase 
lymphoïde (Lyp) exprimée par les cellules T dont la fonction est d’inhiber le signal 
activateur induit par l’engagement du TCR et de la molécule de costimulation CD28 (Hill 
et al., 2002). La mutation non synonyme C1858T est associée à une susceptibilité accrue 
au Dt1 (Bottini et al., 2004). Cette mutation entraîne un gain de fonction de Lyp 
induisant une diminution de la sécrétion d’IL-2, une cytokine importante pour le 
développement et la fonction des Treg, et une diminution de la signalisation calcique 
dans les cellules T après activation (Vang et al., 2005). L’association de ce 
polymorphisme a été confirmée par des études indépendantes plus tardivement 
(Douroudis et al., 2008; Fedetz et al., 2006; Smyth et al., 2004). 
 
 
- IL-2Rα (CD25) 
 
Le gène codant pour la chaîne α du récepteur à l’IL-2 CD25 est associé à un locus de 
susceptibilité au Dt1 (Vella et al., 2005). CD25 est un récepteur particulièrement 
important dans le développement et la fonction des Treg. Deux polymorphismes ont été 
identifiés (Lowe et al., 2007; Qu et al., 2007). Des polymorphismes ont également été 
associés à une plus faible production de la forme soluble de IL-2Rα ce qui corrèle avec le 
fait que la stimulation de cellules mononuclées de patients diabétiques induit une 
production plus faible de la forme soluble de IL-2Rα comparativement aux individus 
contrôles (Lowe et al., 2007; Maier et al., 2009). 
 
De nombreux autres gènes codant pour des molécules impliqués dans la réponse 
immunitaire sont associés à des loci de susceptibilité au Dt1. Ainsi, des gènes codant 
pour des récepteurs de reconnaissance des motifs moléculaires associés à des 
pathogènes IFIH1, TLR7 et 8, ou des gènes impliqués dans la fonction des cellules T 
effectrices (CCR5, IL-12RA, IL-2) et régulatrices (IL-10) (Qu et al., 2008; Smyth et al., 
2006; Smyth et al., 2008; Todd, 2010). De fait, la plupart des loci de susceptibilité au Dt1 
sont associés à des gènes impliqués dans la réponse immunitaire. Ceci montre bien 
l’implication des mécanismes de régulation, d’activation et des fonctions du système 
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immunitaire dans le développement du DT1. 
 
 
b) Facteurs environnementaux 
 
Bien que la composante génétique soit fondamentale, l’augmentation drastique de 
l’incidence de Dt1 au cours des dernières décennies notamment dans les pays 
industrialisés suggère une influence majeure de l’environnement sur le développement 
du Dt1. 
 
Par exemple, l’introduction précoce de lait de vache dans l’alimentation des nourrissons 
est associée à un risque accru de Dt1 (Clemens, 2011; Nielsen et al., 2014). En effet, le 
lait de vache contient de nombreux allergènes dont certains pourraient initier une 
réponse autoimmune par mimétisme moléculaire avec une protéine des îlots de 
Langerhans. De même, la consommation de gluten et la présence de nitrates dans 
l’alimentation des enfants sont associées à un risque de Dt1. 
 
De plus, différentes infections virales ont été associées au Dt1. Ainsi, l’infection par le 
virus Coxsackie B4 peut induire une réponse immunitaire autospécifique diabétogène 
(Jaïdane et al., 2009). Un mimétisme moléculaire a été identifié entre une protéine virale 
et une protéine des îlots de Langerhans (Vreugdenhil et al., 1998). De plus, l’infection 
par le virus Coxsakie B4 entraîne la production de la protéine de capside du virus dans 
les îlots de Langerhans (Jaïdane et al., 2009). Ainsi, les cellules spécifiques de cette 
protéine de capside pourraient induire la lyse des cellules des îlots entrainant un Dt1. Le 
virus de la rubéole a lui aussi été associé au développement de Dt1. En 1989, Strachan 
formule l’hypothèse de l’hygiène selon laquelle la diminution de la taille des familles et 
l’augmentation des standards de propreté induiraient des désordres immunitaires 
responsables d’une plus grande sensibilité aux infections et aux pathologies 
autoimmunes (Strachan, 1989). Cette hypothèse est confirmée chez la souris non-obèse 
diabétique chez qui la consommation de probiotiques et la présence de microbes chez 
des individus jeunes réduit l’incidence de Dt1 (Calcinaro et al., 2005; Wen et al., 2008). 
Inversement, les souris NOD n’ayant pas de flore commensale développent un Dt1 plus 
précoce que les souris ayant une flore commensale (Wen et al., 2008). 
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Les infections peuvent également avoir un rôle protecteur contre le développement du 
Dt1. Ainsi, la théorie de l’hygiène postule qu’en l’absence d’infection, le système 
immunitaire ne serait pas correctement régulé ce qui favoriserait le développement de 
désordres immunitaires dont des maladies autoimmunes. Cette théorie part du constat 
qu’il existe une corrélation inverse entre l’incidence de pathologies infectieuses et le 
développement de maladies autoimmunes (Bach, 2002). Ainsi, dans les pays ayant des 
standards sanitaires élevés, l’incidence de pathologies autoimmunes est plus élevée 
(Dunne and Cooke, 2005). Notamment, la prévalence de Dt1 est moins élevée dans les 
régions équatoriales qu’en Europe du Nord et en Amérique du Nord (Zaccone et al., 
2006). De plus, des études ont montré qu’il existait une corrélation inverse entre la 
prévalence de Dt1 et d’infections par des entérovirus (Viskari et al., 2005; Viskari et al., 
2004). Chez la souris NOD, les infections virales peuvent inhiber le développement du 
Dt1 en induisant l’expansion de Treg producteurs de TGFβ (Filippi et al., 2009; Oldstone, 
1988). Ce mécanisme serait dépendant de la production par les pDC de TGFβ et d’IFN de 
type I induite par la stimulation de PRR (Diana et al., 2011). 
 
 
2) La souris NOD, modèle murin de diabète de type 1 
 
 
  a) Généralités 
 
La souris NOD développe spontanément un diabète de type 1 avec des caractéristiques 
proches de la pathologie humaine. Développée à partir d’une souche de souris sensible à 
la cataracte, la souris NOD développe une insulite précoce, visible histologiquement à 
partir de 4 semaines d’âge, qui évolue au cours du temps vers un Dt1 à environ 12 à 14 
semaines d’âge (Kikutani and Makino, 1992; Makino et al., 1980). L’incidence de la 
pathologie varie d’un élevage à l’autre mais est d’environ 60 à 80% chez la femelle et 
environ 20% chez le mâle. La pathologie est caractérisée par une destruction des 
cellules β des îlots de Langerhans par les LT CD4 et CD8 avec un rôle fondamental des LT 
CD4. L’arrêt de la production d’insuline entraîne une hyperglycémie à l’origine de 
plusieurs symptômes visibles comme une glycosurie, une hypercholestérolémie, une 
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perte de poids et une polyurie associée à une polydipsie. 
 
L’analyse génétique de la souris NOD révèle qu’elle présente au moins une trentaine de 
polymorphismes associés au développement de la pathologie (Driver et al., 2011). Parmi 
ceux-ci, le plus important en termes de poids dans la susceptibilité à la pathologie est 
l’allèle de CHM-II I-Ag7 (Hattori et al., 1986; Prochazka et al., 1987). Cet allèle code pour 
la seule molécule de CMH-II exprimée par les souris NOD qui sont par ailleurs 
déficientes pour le CMH-II I-E. Cet allèle est l’équivalent murin de l’allèle DQ8 humain. 
Comme chez l’Homme, un polymorphisme du gène codant pour la molécule 
immunorégulatrice CTLA4 est associé à la pathologie chez la souris NOD (Ueda et al., 
2003). Ce polymorphisme est associé à un défaut d’épissage de l’ARN messager qui 
entraîne une diminution de l’expression de CTLA4 chez la souris NOD. Cette diminution 
peut être associée à un défaut des mécanismes de tolérance en périphérie. De plus, chez 
la souris NOD, la déficience en CD28, entraîne une exacerbation du Dt1 (Lenschow et al., 
1996). L’injection d’une protéine de fusion CTLA4-Ig, qui inhibe la costimulation par 
CD28, exacerbe également le Dt1 chez la souris NOD (Lenschow et al., 1996; Salomon et 
al., 2000). Enfin, la déficience en CD80/86, les ligands de CD28, exacerbe également la 
maladie chez la souris NOD (Lenschow et al., 1996; Salomon et al., 2000). Cette 
pathologie exacerbée corrèle avec une forte diminution de la fréquence des Tregs chez 
les souris NOD déficiente en CD28, en CD80/86 ou ayant reçu une injection de CTLA4-Ig. 
Toutes ces données indiquent que les mécanismes de costimulation sont nécessaires au 
développement des Tregs qui contrôlent le Dt1 chez la souris NOD. La souris NOD 
présente également un polymorphisme dans le locus du gène codant pour l’IL2 (Denny 
et al., 1997; Lyons et al., 2000; Wicker et al., 1994). Les souris porteurs de l’allèle 
correspondant produisent moins d’IL-2 et chez la souris NOD, la perte d’un seul allèle 
accélère le développement de la pathologie (Yamanouchi et al., 2007). L’IL-2 étant 
fondamentale dans le développement et la fonctionnalité des Treg, ces données 
suggèrent que chez la souris NOD, la moindre production d’IL-2 par l’allèle muté 
pourrait avoir un impact négatif sur les mécanismes de tolérance dominante. 
 
Comme chez l’Homme, l’environnement joue également un rôle important dans le 
développement du Dt1 chez la souris NOD. En particulier, l’infection non létale des 
souris prédiabétiques par des pathogènes d’origine virale ou bactérienne prévient 
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l’apparition du Dt1 (Oldstone, 1988; Zaccone et al., 2004). Plus récemment, un effet 
protecteur du microbiome intestinal en interaction avec le système immunitaire inné a 
été démontré (Wen et al., 2008). 
 
 
b) Le CHM-II I-Ag7 
 
La molécule I-Ag7 est composée de la même chaîne α que la molécule I-Ad. En revanche, 
la chaîne β comporte plusieurs substitutions au niveau de l’hélice du sillon peptidique 
(Acha-Orbea and McDevitt, 1987). Ainsi, la proline en β56 (β56Pro) et l’acide aspartique 
en β57 (β57Asp) de la chaîne β de I-Ad sont substitués par une histidine (β56His) et une 
serine (β57Ser) respectivement. En particulier, la substitution β57Asp en β57Ser est le 
facteur déterminant dans la susceptibilité au Dt1 induite par I-Ag7. En effet, les souris 
NOD transgéniques pour une molécule de CMH-II β57Asp sont totalement protégées du 
Dt1 (Lund et al., 1990). La présence en β57 d’un résidu différent de l’acide aspartique est 
également chez l’Homme la caractéristique à l’origine de la susceptibilité au Dt1 induite 
par l’allèle DQ8. 
 
Les peptides associés aux molécules de CMH-II sont ancrés dans le sillon peptidique à 
des positions bien définies. Le premier aa du coté amino-terminal du peptide dans le 
sillon définit la position 1 (P1) et les suivants sont nommés à partir de cette position P1. 
Ainsi, dans les molécules de CMH-II I-Ad, I-Ak et I-Ag7, les résidus P1, P4, P6, P7 et P9 sont 
ancrés dans le sillon peptidique dans des structures appelées poches P1, P4, P6, P7 et P9 
respectivement. Des études cristallographiques ont montré que, alors que dans les 
autres molécules de CMH-II, β57Asp formait un pont salin avec un résidu arginine en 
position α76 (α76Arg) pour former la poche P9, la substitution β57Ser dans la molécule 
I-Ag7 formait un pont dihydrogène avec α76Arg par l’intermédiaire d’une molécule d’eau 
(Corper et al., 2000; Fremont et al., 1998; Latek et al., 2000; Scott et al., 1998). Le résidu 
α76Arg interagit également avec une leucine en β53 (Corper et al., 2000; Latek et al., 
2000). De plus, à la position β56 la substitution d’une proline, un aa formant des coudes 
dans la structure des protéines, par une histidine, perturbe la conformation en hélice du 
sillon peptidique. Toutes ces modifications font que la poche P9 de I-Ag7 n’est pas 
complètement fermée ce qui perturberait l’ancrage des peptides.  
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I-Ag7 présente également une substitution d’une proline par une thréonine en position 
β85 comparativement à I-Ad. Ainsi, alors que dans la molécule I-Ad, l’isoleucine en 
position α52 forme une liaison hydrophobe avec β85Pro pour fermer la poche P1, dans 
la molécule I-Ag7, cette même α52Ile forme une liaison hydrophobe avec β85Thr et β88 
Pro créant ainsi une ouverture beaucoup plus large de la poche P1(Latek et al., 2000). 
L’α52Ile interagissant préférentiellement avec des résidus basiques du peptide associé à 
la molécule de CMH-II, cette large ouverture induit une plus forte exposition de la poche 
P1 à des solvants.  
 
Ainsi, aux deux extrémités du sillon peptidique de I-Ag7, les poches P1 et P9 sont 
largement ouvertes perturbant ainsi le bon ancrage des peptides à ces positions. De fait, 
la molécule de CMH-II I-Ag7 est relativement peu efficace pour lier des peptides dans son 
sillon du fait de ces particularités structurales (Carrasco-Marin et al., 1996; Peterson and 
Sant, 1998). Ainsi, la poche P9 de I-Ag7, lie préférentiellement des résidus P9 acides 
(Corper et al., 2000; Stratmann et al., 2000). De plus, des résidus acides en position 10 et 
11 du peptide, c’est-à-dire des résidus carboxyterminaux flanquant dépassant du sillon 
peptidique, peuvent interagir avec l’α76Arg ce qui n’est pas le cas dans la molécule I-Ad 
(Corper et al., 2000; Suri et al., 2002). La présence de ces résidus flanquant acide 
augmente considérablement la liaison des peptides sur I-Ag7. Des expériences d’élution 
de peptides synthétiques ou naturellement produit associés au CMH-II ont montré que 
le répertoire de peptide présentés par I-Ag7 est différent de celui présenté par I-Ad avec 
un biais vers des peptides ayant des résidus acides du coté carboxyterminal (Münz et al., 
2002). Ce biais est aboli si les résidus β56His et β57Ser sont remplacés par β56Pro et 
β57Asp (Suri et al., 2002). Des expériences d’élution de peptides présentés par le CMH-II 
humain DQ8 ont montré les mêmes particularités et le même biais vers des peptides 
ayant des résidus acides du coté carboxyterminal (Suri et al., 2005). 
 
Le registre d’ancrage d’un peptide défini les aa du peptide qui interagissent avec les 
points d’ancrage dans le sillon de la molécule de CMH. Il est connu que certains peptides 
peuvent se lier dans le sillon du CMH-II dans plusieurs registres, c’est-à-dire qu’un 
même peptide peut se lier de plusieurs manières dans le sillon peptidique avec 
différents ancrages possibles (Bankovich and Garcia, 2003). Du fait de ses particularités 
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structurales, la molécule de CMH-II I-Ag7 lie faiblement les peptides et semble donc 
particulièrement favorable à ces changements de registre. Le groupe de Kappler et le 
groupe de Unanue ont étudié le registre de liaison de l’épitope immunodominant de 
l’insuline, B9:23. En utilisant des peptides altérés de l’insuline afin de fixer les différents 
registres, le groupe de Kappler a montré que le peptide lié dans un registre B14:22 était 
le plus immunogène et que des cellules T spécifiques de ce registre étaient retrouvées 
dans le pancréas de souris NOD prédiabétiques (Crawford et al., 2011; Stadinski et al., 
2010b). De plus, l’induction d’une tolérance vis-à-vis de ce registre particulier réduit 
l’incidence de Dt1 chez les souris NOD (Zhang et al., 2011). 
 
En comparaison, les travaux du groupe de Unanue ont identifiés le registre B12:20 
comme étant impliqué dans la réponse T diabétogène (Levisetti et al., 2007). Ils ont 
également identifié un second registre, B11:21 moins immunogène. Les deux registres 
sont reconnus par des LT CD4 différents (Mohan et al., 2010; Mohan et al., 2011). Les LT 
CD4 de type A répondent in vitro à l’insuline sous forme protéique et au peptide B9:23 
ainsi qu’au registre B11:21. Les LT CD4 de type B répondent au peptide B9:23 et au 
registre B12:20 mais pas à la protéine. En revanche, la stimulation des LT CD4 de type B 
par des DC chargés avec des extraits d’îlots de Langerhans ou avec des granules de 
sécrétion de cellules β, qui contiennent de grandes quantités d’insuline, induit une forte 
réponse des cellules T. Ce résultat suggère que les conditions dans lesquels l’insuline est 
fournie aux DC pour être présenté influence le registre de liaison du peptide. Finalement, 
les cellules portant un TCR de type B spécifique de l’insuline peuvent échapper à la 
sélection négative dans le thymus et infiltrer les îlots de Langerhans où elles sont 
retrouvés en contact étroit avec des APC (Mohan et al., 2013). Ces cellules induisent un 
diabète rapide et sont activées localement dans le pancréas et non dans les ganglions 
lymphatiques pancréatiques. 
 
Les auteurs des deux groupes déclarent que le registre pathogène se lie avec une faible 
affinité pour la molécule I-Ag7. Ainsi, dans le thymus, la quantité d’insuline produite 
serait trop faible pour induire la liaison de l’épitope de l’insuline dans ce registre. Ainsi, 
les thymocytes spécifiques de ce registre ne rencontrant pas leur antigène passeraient 
l’étape de sélection négative. Dans le pancréas, la quantité d’insuline est bien plus 
importante ce qui pourrait favoriser la formation de complexes pCMH avec le registre 
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pathogène par les APC locales. Ainsi, les LT CD4 spécifiques de ce registre, non éliminées 
dans le thymus, pourraient s’activer en périphérie et induire le développement du Dt1. 
 
 
3) Mécanismes immunitaires impliqués dans le Dt1 chez la souris NOD 
 
 
a) Modèle d’initiation de la pathologie 
 
Après la naissance, le pancréas subit une étape de réorganisation impliquant une 
apoptose massive de cellules β des îlots de Langerhans (Trudeau et al., 2000). Ce 
phénomène atteint un maximum environ 2 semaines après la naissance puis diminue 
progressivement. Ce phénomène est depuis longtemps suspecté d’être à l’origine de la 
réponse autoimmune diabétogène (Turley et al., 2003). Toutefois, les travaux du groupe 
de Glaichenhaus suggèrent que l’apoptose des cellules β peut également avoir un effet 
protecteur sur la pathologie (Hugues et al., 2002). Des antigènes dérivés des cellules β 
apoptotiques peuvent être présentés par des DC immatures à des LT CD4. Dans ce 
contexte, les LT CD4 acquièrent des capacités régulatrices. Dans cette étude, les souris 
NOD de 4 semaines ont été traitées à la streptozotocine afin d’induire une apoptose 
limitée des cellules β. L’apoptose néonatale naturelle des cellules β atteignant un pic à 2 
semaines d’âge, on peut supposer que la cinétique ainsi que l’intensité de l’apoptose des 
cellules β dans le pancréas pourrait influencer la réponse T induite soit vers 
l’autoimmunité soit vers la tolérance. 
 
Les travaux récents du groupe de Lehuen décrivent un modèle d’initiation impliquant 
une coopération entre plusieurs types cellulaires (Diana and Lehuen, 2014; Diana et al., 
2013). L’apoptose des cellules β induit le recrutement et l’activation de LB de type 1a 
(LB-1a), et la libération de l’ADN du noyau des cellules β dans le milieu. Les LB-1a 
produisent des anticorps de type IgG1 spécifique de l’ADN qui forment des complexes 
immuns avec l’ADN libéré par la mort des cellules β (IgG1:ADN). Parallèlement, les 
macrophages et les LB présents dans le pancréas sécrètent les chimiokines CXCL1 et 
CXCL2 qui induisent le recrutement de neutrophiles dans le pancréas via le récepteur à 
chimiokines CXCR2. Les complexes IgG1:ADN activent les neutrophiles via les FcγR 
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qu’ils expriment. En réponse à la stimulation, les neutrophiles produisent un peptide 
antimicrobien de la famille de la cathelicidine (CRAMP) qui a la capacité de se lier à 
l’ADN. CRAMP se complexe alors avec IgG1:ADN. Le complexe IgG1:ADN:CRAMP active 
des pDC via le TLR9 qui produisent de l’IFNα. La production d’IFNα par les pDC a été liée 
à l’initiation du Dt1 chez la souris NOD potentiellement en induisant la maturation des 
cDC qui peuvent alors présenter des épitopes dérivés de protéines exprimées par les 
cellules β aux LT autoréactifs dans les ganglions pancréatiques drainants (Banchereau 
and Steinman, 1998; Li and McDevitt, 2011; Li et al., 2008). 
 
Plusieurs études suggèrent également que les macrophages participeraient à l’initiation 
et au développement du Dt1. L’analyse de pancréas de jeunes souris NOD montre une 
infiltration de macrophages précoce (Hutchings et al., 1990; Jun et al., 1999). L’inhibition 
de cette infiltration protège les souris du développement du Dt1. Lors de l’apoptose 
néonatale des cellules β dans le pancréas, les macrophages éliminent les corps 
apoptotiques par phagocytose. Le groupe de Finegood a montré que les macrophages de 
souris NOD avaient une capacité réduite de phagocytose des cellules apoptotiques 
(O'Brien et al., 2002). L’accumulation de ces corps apoptotiques favoriserait le 
développement de la réaction inflammatoire et ainsi le développement du Dt1. De plus, 
la production de cytokines proinflammatoires comme le TNFα, l’IL-1β et l’IL-12 par les 
macrophages participerait également au développement de la pathologie (Alleva et al., 
2000; Arnush et al., 1998; Dahlén et al., 1998; Uno et al., 2007). 
 
Les DC jouent également un rôle important dans l’initiation et le développement du Dt1. 
Ainsi, les protéines du soi libérées par l’apoptose néonatale des cellules β peuvent être 
capturées, apprétées et présentées aux LT diabétogènes (Marleau et al., 2008). 
Cependant, des DC tolérogènes peuvent également inhiber le développement de la 
pathologie en induisant le développement et l’expansion de Treg. Ainsi, l’injection de Flt-
3L ou de G-CSF à des souris NOD avant l’apparition du Dt1 prévient l’apparition de la 
pathologie (Chilton et al., 2004; Kared et al., 2005; O'Keeffe et al., 2005). Dans ces 
modèles, le traitement des souris induit le recrutement de DC tolérogènes qui favorisent 
l’expansion de Treg spécifiques du soi. Cependant, les travaux récents du groupe de 
Lehuen ont mis en évidence une collaboration entre des LB-1A, des neutrophiles et des 
pDC lors de l’initiation de la pathologie (Diana et al., 2013). Dans ce modèle, l’IFNα 
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produit par les pDC activerait les DC conventionnelles qui pourraient alors capturer les 
protéines du soi et migrer vers les ganglions pancréatiques pour activer des LT 
spécifiques. 
 
 
b) Défauts de tolérance centrale chez la souris NOD 
 
Le fait que les souris NOD soient sensibles à de nombreuses pathologies autoimmunes 
en plus du Dt1 suggère que les mécanismes de tolérance centrale sont relativement 
inefficaces dans les thymus des souris NOD (Beales et al., 2002; Boulard et al., 2002; 
Many et al., 1996; Salomon et al., 2001) En effet, le répertoire T des souris NOD est 
enrichi en cellules autoréactives (Kanagawa et al., 1998). Environ 0,1% des LT sont 
autospécifiques chez la souris NOD. Les souris NOD congéniques exprimant le CMH-II I-
Ab au lieu de I-Ag7 ont une fréquence de cellules T autospécifiques inférieure à 1 pour 
104. Inversemment, les souris C57Bl/6 ont une fréquence de cellules T autospécifiques 
inférieure à 1 pour 104. Chez les souris congéniques C57Bl/6 exprimant I-Ag7 au lieu de 
I-Ab, la fréquence de cellules T autospécifiques est d’environ 0,1%. Ces données 
suggèrent que le CMH-II I-Ag7 n’induit pas efficacement la délétion des cellules T 
autospécifiques. La faible capacité de la molécule I-Ag7 à lier des peptides pourrait 
expliquer ce défaut de tolérance. Toutefois, une étude du groupe de Glaichenhaus 
utilisant un modèle transgénique pour un antigène de Leishmania exprimé dans le 
thymus ou dans le pancréas montre qu’un peptide de faible affinité pour la molécule I-
Ag7 peut induire la tolérance de LT exprimant un TCR spécifique de cet antigène (Ferlin 
et al., 2004). Ces résultats suggèrent que I-Ag7 est capable d’induire la tolérance centrale 
et périphérique vis-à-vis d’un peptide lié avec une faible avidité au CMH-II. 
 
De plus, le défaut de tolérance centrale chez les souris NOD semble être associé à une 
résistance des LT à l’apoptose induite lors de la sélection négative. Ainsi, les thymocytes 
de souris NOD sont résistant à l’apopotose dépendante et indépendante de la voie 
Fas/FasL indépendamment de I-Ag7 (Kishimoto and Sprent, 2001; Liston et al., 2004). 
Cette résistance est dûe à la surexpression de molécules anti-apoptotiques par les 
thymocytes en développement. 
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c) Role des lymphocytes dans la pathogénèse du Dt1 
 
Les LT sont essentiels au développement du Dt1. Des souris NOD thymectomisées à la 
naissance ne développent pas la maladie. De même, des souris NOD portant la mutation 
SCID qui n’ont pas de LT ni de LB ne développent pas non plus le Dt1 (Christianson et al., 
1993). De plus, le transfert adoptif de splénocytes de souris NOD diabétiques déplétés 
en LT CD4 ou en LT CD8 n’est pas suffisant pour induire le développement d’un diabète 
précoce chez des nouveaux nés NOD (Bendelac et al., 1987). En revanche, le transfert de 
splénocytes totaux induit un diabète précoce et intense chez les nouveaux nés. Les LT 
CD4 semblent jouer un rôle prépondérant dans la maladie. En effet, si le transfert adoptif 
de LT totaux isolés de souris NOD dans des souris NOD SCID induit une pathologie 
rapide avec une pénétrance totale, le transfert de LT déplétés en LT CD4 n’induit pas de 
maladie. (Christianson et al., 1993). En revanche, le transfert de LT déplétés en LT CD8 
isolés de souris NOD induit le Dt1 mais avec une pénétrance et une intensité moindre 
que le transfert de LT totaux. Il faut noter que dans l’ensemble de ces expériences, les 
préparations de splénocytes semblent imparfaitement déplétés en LB qui sont ensuite 
retrouvés dans la rate des souris receveuses. De plus, les LT CD4 semblent requis pour le 
recrutement de certains LT CD8 pathogènes dans les îlots (Nagata et al., 1994). 
Cependant, les travaux des groupes de Janeway et de Serreze suggèrent que certains LT 
CD8 naïfs peuvent se différencier en CTL et induire la destruction des cellules β sans 
aucune aide des LT CD4 (Graser et al., 2000; Wong et al., 1996). L’analyse de clones T 
CD4 et T CD8 dérivés à partir des LT infiltrant les îlots de Langerhans suggère que les LT 
CD8 peuvent directement cibler et détruire les cellules β mais pas les LT CD4. Cependant, 
certains clones T CD4 comme le clone BDC2.5 peuvent également induire la pathologie 
en absence de LT CD8 en infiltrant les îlots de Langerhans (Katz et al., 1993; Kurrer et al., 
1997). L’ensemble des données suggèrent que bien que les LT CD4 et LT CD8 soient tout 
deux indépendamment capables d’induire le Dt1, les LT CD4 seraient plutôt impliqués 
dans le recrutement et la différenciation de LT CD8 en CTL qui induiraient la destruction 
des cellules β par des mécanismes dépendants de la perforine ou de la voie Fas/FasL. 
 
Les LB sont également nécessaires à la pathologie. Les souris NOD.Ig µ null qui sont 
déficentes en LB ne développent pas de Dt1 (Serreze et al., 1996). Les LB semblent 
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principalement être impliqués dans le Dt1 par leur fonction d’APC (Serreze et al., 1998; 
Wong et al., 2004). Cependant, comme décrit plus haut, la production d’anticoprs anti-
ADN par les LB-1a participent à l’initiation de la réponse inflammatoire dans le pancréas 
(Diana et al., 2013). La déplétion de ces cellules réduit fortement la prévalence de DT1 
chez la souris NOD. La fonction précise des LB dans la pathogénèse du Dt1 n’est donc pas 
précisément établie bien que ces cellules soient clairement impliquées dans le Dt1 à 
plusieurs étapes du développement de la maladie 
 
 
- Rôle de la balance Th1/Th2 
 
Les LT CD4 impliqués dans la pathologie sont principalement de type Th1. Alors que les 
cytokines de type Th1 comme l’IFNγ et l’IL-12 favorisent le développement du Dt1, les 
cytokines de type Th2 comme l’IL-4 inhibent la pathologie (Cameron et al., 1997; 
Mueller et al., 1996). La déficience ou le blocage par anticorps de l’IFNγ chez la souris 
NOD induit une réduction de l’incidence ou un retard dans l’initiation de la pathologie 
(Campbell et al., 1991; Debray-Sachs et al., 1991; Hultgren et al., 1996). Le même 
phénotype peut être observé en cas d’inhibition de l’IL-12 ou du TNFβ, des cytokines de 
type Th1 (Rabinovitch and Suarez-Pinzon, 2003). Ces données suggèrent que les 
cytokines de type Th1 participeraient à la pathologie mais que, prise individuellement, 
aucune ne serait nécessaire à la maladie. Ces données sont confirmées par le fait que les 
souris NOD déficientes en STAT4, un facteur essentiel à la production d’IFNγ et à la 
différenciation Th1, sont résistantes au Dt1 (Yang et al., 2004). Inversement, les souris 
NOD déficientes en STAT6, un facteur important dans la production d’IL4 et la 
différenciation Th2, développent un Dt1 rapide (Chatenoud et al., 2001). Ces données 
soulignent donc le rôle prépondérant des cellules Th1 dans la pathologie alors que les 
cellules Th2 seraient plutôt protectrices. 
 
 
- Analyse du répertoire T associé au Dt1 
 
L’analyse du répertoire des LT infiltrants les îlots de Langerhans des souris NOD montre 
qu’à 2 semaines d’âge, quelques LT sont présents dans les îlots et expriment un 
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répertoire oligoclonal dominé par l’expression de la chaîne Vβ8.2 (Galley and Danska, 
1995; Yang et al., 1996). Par la suite, au fur et à mesure de la progression de la maladie, 
le répertoire Vβ des LT infiltrants les îlots se diversifie. Si des LT de souris diabétiques 
sont transférés à des souris NOD SCID pour induire la maladie et que le répertoire des 
LT infiltrants les îlots des souris receveuses est analysé, le même profil est observé. Ces 
résultats suggèrent que la réponse des LT diabétogènes est dans un premier temps 
oligoclonale et ciblerait donc potentiellement un nombre restreint d’antigènes. Au fur et 
à mesure que la maladie se développe, de nouveaux LT avec un répertoire plus divers et 
potentiellement une spécificité plus large infiltrent le pancréas, amplifiant ainsi la 
réponse autoimmune. 
 
L’analyse du répertoire T CD4 spécifique de certains antigènes des îlots révèle 
également des caractéristiques propres à chaque antigène. Ainsi, en analysant le 
répertoire de clones spécifiques de l’insuline dérivés de LT CD4 infiltrants les îlots, les 
travaux du groupe d’Eisenbarth suggèrent que le répertoire T CD4 spécifique de 
l’insuline dans les îlots est oligoclonal avec une forte restriction de la chaîne α vers 
l’usage des segments de la famille Vα13 associés à seulement 2 segments Jα (Simone et 
al., 1997). En revanche, le répertoire Vβ correspondant semble relativement divers. Le 
groupe de Sercarz a analysé le répertoire de clones T CD4 spécifiques d’un autre 
antigène associé au Dt1, la glutamate décarboxylase de 65KDa (GAD65) (Quinn et al., 
2006). Leur étude montre que le répertoire spécifique de GAD65 est fortement dominé 
par la chaîne Vβ4-Dβ2-Jβ2.7. Le séquençage de la région CDR3 associée montre que le 
répertoire T CD4 spécifique de GAD65 est extrêmement restreint chez des souris jeunes 
et se diversifie progressivement au fur et à mesure du développement de la pathologie. 
Enfin, le groupe de Tish a comparé le répertoire T CD4 spécifique du mimotope de 
BDC2.5 dans le sang et dans les îlots (Li et al., 2009). Cette étude montre que bien que le 
répertoire dans le sang soit relativement divers, le répertoire des T CD4 infiltrants les 
îlots est beaucoup plus restreint. Cela est particulièrement marqué chez les femelles où 
80% des LT CD4 infiltants les îlots spécifiques du mimotope expriment le segment Vβ12. 
Tous ces éléments montrent que le répertoire T infiltrant les îlots a une diversité limitée. 
Les particularités du répertoire spécifique d’un antigène associé au Dt1 sont propres à 
ce répertoire et ne peuvent être généralisées aux répertoires spécifiques des autres 
antigènes associés au Dt1. Il faut également noter que le répertoire T infiltrant les îlots 
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se diversifie au fur et à mesure de la progression de la pathologie. Ainsi des LT 
exprimant un répertoire incapable d’initier la pathologie pourraient participer plus 
tardivement à son aggravation. Ces résultats sont également en accord avec la théorie 
selon laquelle, dans la phase précoce, la pathologie est dépendante de LT spécifiques 
d’un nombre restreint d’antigènes et que plus tardivement par des mécanismes de 
diversification épitopique, d’autres spécificités apparaissent. 
 
 
- Role des Treg 
 
Le transfert adoptif de Treg isolés des organes lymphoïdes secondaires des souris 
prédiabétiques inhibe le développement de la pathologie chez des souris NOD, en 
particulier les Treg CD4 CD25+ CD62l+ (Boitard et al., 1989; Herbelin et al., 1998; 
Hutchings and Cooke, 1990; Szanya et al., 2002). Les travaux du groupe de Bluestone 
suggèrent que les molécules de costimulation sont essentielles à l’homéostasie et aux 
fonctions des Treg dans le contrôle du Dt1 (Salomon et al., 2000). Les Treg spécifiques 
d’antigènes des îlots sont particulièrement efficace pour inhiber le développement du 
Dt1. Ainsi, des LT exprimant le TCR BDC2.5 différenciés in vitro en Treg inhibent le 
développement du Dt1 beaucoup plus efficacement que des Treg polyclonaux (Herman 
et al., 2004; Tarbell et al., 2004). Ces cellules se localisent après transfert dans le 
pancréas et inhibent localement la réponse T pathogène (Tarbell et al., 2004). 
 
 
d) Les antigènes de la pathologie 
 
De nombreux antigènes des îlots reconnus par des LT CD4 et des LT CD8 ont été 
identifiés chez la souris NOD et chez l’Homme (Lieberman and DiLorenzo, 2003). Le rôle 
de ces différents antigènes dans l’initiation ou le développement de la pathologie est 
encore imprécis excepté pour l’insuline qui semble être un antigène essentiel qui 
contrôle une étape clé dans l’initiation de la maladie. 
 
 
- L’insuline 
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La souris possède deux gènes, homologues à 99%, indépendants codant pour l’insuline 1 
dont l’expression est restreinte au pancréas et l’insuline 2 qui est exprimée dans le 
thymus et dans le pancréas. Cette hormone hypoglycémiante est synthétisée à partir 
d’un précurseur préproinsuline de 108 aa pour l’insuline 1 et 110 aa pour l’insuline 2. Le 
précurseur se replie et forme des ponts disulfures qui structurent la protéine. Puis la 
préproinsuline est clivée séquentiellement en proinsuline puis en insuline. L’insuline est 
composée de 2 chaînes A et B et l’épitope immunodominant associé au CMH-II est situé 
en B9:23 (Daniel et al., 1995). Un épitope additionnel est trouvé en B2:17 et il existe 
également un épitope de la proinsuline, B24:C36, la chaîne C correspondant à la partie 
clivée de la proinsuline (Chen et al., 2001a; Halbout et al., 2002). Deux épitopes associé 
au CMH-I ont également été identifiés, B15:24 et B25:34 (Martinez et al., 2003; Wong et 
al., 1999). 
 
L’insuline est, à l’heure actuelle, le seul antigène connu absolument nécessaire à la 
pathologie. La réponse T spécifique de l’insuline est détectable très précocement chez 
les souris NOD prédiabétique. Les souris NOD déficientes pour l’insuline 2 développe un 
Dt1 accéléré (Thébault-Baumont et al., 2003). Puisque ce gène est le seul à être exprimé 
dans le thymus, l’accélération du Dt1 dans ces souris suggère qu’il existe des 
mécanismes de tolérance centrale à l’insuline partiellement efficaces dans le thymus des 
souris NOD. Inversement, la surexpression de l’insuline 2 dans le thymus des NOD 
inhibe totalement le développement du Dt1 ainsi que la réponse T spécifique de IGRP, 
un autre antigène des îlots associé au Dt1(Krishnamurthy et al., 2006). Finalement, les 
souris NOD déficientes pour l’insuline 1, qui n’est exprimé que dans le pancréas, sont 
protégées du Dt1 (Moriyama et al., 2003). Ces données suggèrent que l’insuline 2 dans le 
thymus peut induire un tolérance centrale vis-à-vis de l’insuline 1 et 2 mais c’est 
l’insuline 1 qui est l’antigène majeur impliqué dans le développement du Dt1 chez la 
souris NOD. Finalement, une étude du groupe de Eisenbarth a montré chez des souris 
NOD déficientes pour les deux insulines, l’introduction d’un transgène muté sur l’épitope 
B9:23 de l’insuline ne permet pas le développement de la pathologie (Nakayama et al., 
2005). Associés aux travaux du groupe de Janeway, ces résultats suggèrent que la 
réponse T CD8 spécifique de l’épitope B9:23 est impliquée dans des évènements 
précoces dans le développement du Dt1 chez la souris NOD (McInerney et al., 2000; 
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Nakayama et al., 2005; Wong et al., 1996). Il est intéressant de noter que beaucoup de 
clones portant un TCR spécifique du peptide B9:23 ont un faible potentiel diabétogène 
(Bettini et al., 2014; Burton et al., 2008). Ceci pourrait s’expliquer par le fait que ces TCR 
sont en fait spécifiques de différents registres du peptide B9:23 dans le contexte d’I-Ag7 
et certains registres ne sont pas ou peu diabétogènes (Crawford et al., 2011; Mohan et al., 
2010; Mohan et al., 2011; Stadinski et al., 2010b). 
 
- La glutamate décarboxylase de 65KDa (GAD65) 
 
Les souris NOD développent spontanément une réponse T CD4 spécifique de GAD65 à 
partir de 4 semaines d’âge. Trois épitopes associés au CMH-II et 2 épitopes associés au 
CMH-I ont été identifiés chez la souris NOD (Kaufman et al., 1993; Quinn et al., 2001; 
Zechel et al., 1998). Cet antigène n’est pas essentiel à la pathologie car les souris NOD 
tolérante à GAD65 ou déficientes en GAD65 développent un Dt1 équivalent aux souris 
control (Jaeckel et al., 2003; Yamamoto et al., 2004). Le clone T CD4 A5 exprimant un 
TCR spécifique de GAD65 est capable d’induire la pathologie après transfert chez des 
souris NOD SCID (Zekzer et al., 1998). Cependant, les travaux de Vignali suggèrent que, 
dans l’ensemble, les clones spécifiques de GAD65 ne sont pas ou peu diabétogènes 
(Burton et al., 2008). 
 
 
- La protéine spécifique des îlots de la famille des sous-unités catalytiques 
des glucose-6-phosphatases (IGRP) 
 
IGRP est spécifiquement exprimée dans les îlots pancréatiques. Sa fonction réelle est 
inconnue mais elle semble être un régulateur négatif de la sécrétion d’insuline stimulée 
par la glycémie (Pound et al., 2013). Initialement, seul la réponse T CD8 spécifique de 
IGRP était décrite avec un seul épitope (Lieberman et al., 2003). Trois épitopes liés au 
CMH-II ont été identifiés mais une étude récente suggère l’existence de 8 épitopes au 
total liés au CMH-II (Mukherjee et al., 2005; Yang et al., 2013). Cet antigène n’est pas 
nécessaire à la pathologie puisque la surexpression d’IGRP dans le thymus des souris 
NOD entraîne une perte de la réponse T CD4 spécifique de IGRP mais ne protège pas les 
souris du Dt1 (Krishnamurthy et al., 2006). Dans cette même étude, la tolérance induite 
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à l’insuline protège du Dt1 et entraîne une perte de réponse T CD4 spécifique de IGRP. 
Ce résultat suggère que la réponse à IGRP est dépendante de l’induction du Dt1 par la 
réponse spécifique de l’insuline. Le groupe de Santamaria a toutefois identifié le clone T 
CD8 NY8.3 spécifique de IGRP et qui est capable d’induire un DT1 rapide et avec une 
forte pénétrance chez des souris transgéniques ou après transfert (Verdaguer et al., 
1997). 
 
 
- S100β 
 
Cette protéine de la famille des protéines S100 s’associe à de nombreux partenaires et 
est impliquée dans de nombreux processus cellulaires comme la migration cellulaire, 
l’organisation du cytosquelette, la régulation du cycle cellulaire et des voies de 
signalisation intracellulaire. 
 
Dans le pancréas, S100β est fortement exprimée par les cellules de Schwann péri-
insulaires  qui expriment également GAD65 (Winer et al., 2003). Par PCR l’expression de 
S100β est détectable dans les cellules β pancréatiques mais la protéine n’est pas 
observable par microscopie. La réponse T spécifique de S100β est détectable dans la 
rate et les ganglions pancréatiques des souris NOD âgées de 3 semaines et atteint un pic 
vers 5 semaines. L’injection de S100β aux souris NOD en condition tolérogènes prévient 
l’apparition du Dt1. Associé au fait que les cellules de Schwann péri-insulaires  sont 
détruites précocement lors du développement du Dt1, ces données font de S100β un 
antigène potentiellement impliqué dans les phases précoces de la maladie. Il convient 
toutefois de préciser que toutes ces données proviennent d’une seule et unique étude et 
aucun lien direct entre S100β et le Dt1 n’a encore été établi. 
 
 
- Autres antigènes associés au Dt1 
 
L’analyse de clones T diabétogènes a mis en évidence de nouveaux antigènes associés au 
Dt1 chez la souris NOD. Ainsi, les clones BDC2.5, BDC10.1 et BDC9.46 reconnaissent la 
chromogranine A, une protéine des granules de sécrétion de l’insuline (Stadinski et al., 
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2010a). De même, les clones BDC5.2.9 et BDC6.9 reconnaissent le peptide amyloïde des 
îlots, une hormone sécrétée par les cellules β dans le pancreas (Delong et al., 2011). 
D’autres clones de la famille BDC n’ont pas à l’heure actuelle d’antigène identifié 
(Haskins and McDuffie, 1990; Haskins et al., 1989; Haskins et al., 1988). Tous ces clones 
peuvent être stimulés par des splénocytes en présence de cellules d’îlots de Langerhans 
et certains comme BDC2.5, BDC10.1 ou BDC6.9 sont capables d’induire le Dt1 chez des 
souris transgéniques ou par transfert adoptif. Le groupe de Nagata et Yoon a dérivé des 
clones T CD4 et T CD8 à partir de LT infiltrant le pancréas de souris NOD (Nagata and 
Yoon, 1992). Parmi ceux-ci, nous avons déjà mentionné le clone NY8.3 spécifique d’IGRP 
(Verdaguer et al., 1997). Le clone T CD8 NY2.3 est capable in vitro d’induire l’apoptose 
de cellules β (Nagata and Yoon, 1992). Le clone T CD4 NY4.1 dont la spécificité 
antigénique est inconnue est capable d’induire un Dt1 rapide dans des souris 
transgéniques pour ce TCR ou par transfert adoptif (Schmidt et al., 1997). La spécificité 
antigénique de nombreux clones diabétogènes est inconnue. Ainsi, l’analyse de ces 
clones pourrait révéler l’existence de nouveaux antigènes impliqués dans le 
développement du Dt1. 
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VI) L’encéphalomyélite autoimmune expérimentale, modèle animal de 
sclérose en plaques 
 
Le SNC est constitué de l’encéphale et de la moelle épinière. Il se compose de cellules 
nerveuses et gliales (Figure 18). Bien que richement vascularisé, le SNC est protégé 
contre l’infiltration de cellules sanguines par la barrière hémato-encéphalique. Les 
cellules nerveuses ou neurones sont chargés de transporter l’influx nerveux via de longs 
prolongements cellulaires, les axones. Ce mécanisme est dépendant du transport d’ions 
chargés positivement depuis le corps cellulaire le long de l’axone jusqu’à la synapse 
nerveuse. Ce transport génère une différence de potentiel électrique locale entre 
l’intérieur de l’axone et le milieu extracellulaire appelé potentiel d’action.  
 
Les cellules gliales se divisent en trois types cellulaires distincts. Les astrocytes sont des 
cellules de forme étoilée qui participent à de nombreuses fonctions importantes pour le 
bon fonctionnement du SNC. Ainsi, les astrocytes assurent un rôle structural du SNC. Ils 
participent également au maintien de la barrière hémato-encéphalique et ainsi régulent 
l’apport en nutriments du SNC. De par leur capacité à libérer différents médiateurs 
comme le glutamate ou l’adénosine, les astrocytes participent à la régulation de l’activité 
nerveuse. Enfin, par la sécrétion de différents facteurs comme l’IL-1β ou l’IL-6, les 
astrocytes participent à la neurogénèse chez l’adulte. 
 
Les oligodendrocytes forment la gaine de myéline en enroulant des prolongements 
membranaires autour des axones. Cette gaine a une fonction d’isolant électrique et 
facilite ainsi la transmission de l’influx nerveux. En effet, en l’absence de myéline, la 
diffusion des ions à travers la membrane de l’axone entraîne une diminution de 
l’intensité du signal nerveux au en fonction de la longueur de l’axone. Si celui-ci est trop 
long, le flux ne sera pas transporté jusqu’au bout de l’axone et le signal ne sera pas 
transmis à la synapse. De plus, la gaine de myéline n’est pas une structure continue tout 
au long de l’axone. A intervalle régulier, des sections non myélinisées, les nœuds de 
Ranvier, contiennent des pompes sodiques voltage-dépendantes qui sont activées par le 
flux d’ions positifs et vont régénérer le potentiel d’action en favorisant l’entrée d’ions 
positifs dans la cellule. 
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La microglie est le troisième type de cellule gliale. Elle est composée de cellules 
apparentées à la lignée monocytaires qui colonisent le SNC au stade fœtal et résident 
dans le cerveau. Ces cellules sont chargées notamment d’éliminer les débris issus de 
l’apoptose des cellules du SNC. Par la production de cytokines, les cellules microgliales 
agissent également sur le maintien de l’homéostasie du SNC sain. En cas d’inflammation, 
les cellules microgliales peuvent exprimer les molécules de CMH-II et ainsi 
potentiellement présenter des antigènes aux LT CD4 infiltrants le SNC 
 
 
Figure 18 : Structure du système nerveux central et de la gaine de myéline. 
Les différents types cellulaires constituant le SNC sont représentés ainsi que la gaine de 
myéline. Les principales protéines constituant la gaine de myéline sont représentées. 
Adapté de (Hemmer et al., 2002) 
 
 
1) La sclérose en plaques  
 
 
a) Généralité et signes cliniques de la pathologie 
 
La sclérose en plaques (SEP) est une maladie caractérisée par une démyélinisation des 
axones du SNC et une dégénérescence axonale. Environ 2 millions de personnes dans le 
monde souffrent de cette pathologie qui représente la cause principale d’handicap 
neurologique chez le jeune adulte en dehors des traumatismes. La prévalence est 
d’environ 0,1% dans la population caucasienne avec un ratio homme/femme d’environ 
1/3. Les signes cliniques les plus fréquents de la pathologie sont une fatigue chronique, 
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des troubles de la motricité allant jusqu’à la paralysie, la perte de la coordination, des 
troubles de l’équilibre, des troubles de la sensibilité (sensation de picotement, de 
fourmillement), des troubles visuels et des dysfonctions sexuelles. 
 
Dans 85 à 90% des cas, la pathologie se développe par des crises brutales, caractérisées 
par l’apparition d’un ou plusieurs symptômes, suivies de rémissions partielle ou totale. 
Plusieurs épisodes de rechute-rémission (RR) peuvent suivre la crise initiale. Environ 50% 
de ces patients développent plus tardivement une forme dite secondairement 
progressive (SP) au cours de laquelle peuvent encore avoir lieu des épisodes RR mais au 
cours desquels la rémission n’est plus complète. Les symptômes s’aggravent alors 
progressivement et la pathologie devient de plus en plus incapacitante. Les raisons de 
cette évolution secondaire restent inconnues à l’heure actuelle. Environ 10 à 15% des 
patients développent une forme de SEP dite primairement progressive (PP). Chez ces 
patients, il n’y a pas d’épisode RR et les symptômes s’aggravent progressivement. 
 
 
b) Histologie 
 
L’analyse histologique de biopsies et d’autopsies de patients atteint de SEP montre une 
démyélinisation du SNC caractérisé par des lésions focales à la fois dans le cerveau et la 
moelle épinière. Cette démyélinisation est associée à des dommages des axones voir à 
leur destruction (Trapp et al., 1998). Les lésions peuvent aussi entraîner la formation de 
cicatrices gliales. 
 
Au niveau des lésions, on note la présence d’une infiltration massive de LT, LB et 
macrophages activés. Les cellules microgliales sont également activées au niveau des 
lésions. Les données de la littérature permettent de définir 4 profils histologiques chez 
les patients à SEP (Lassmann et al., 2001). Le profil 1 est caractérisé par des lésions 
périvasculaires qui s’étendent de façon radiale. Ces lésions sont associées à des 
infiltrations de LT et de macrophages activés ainsi qu’à une activation locale de la 
microglie. Le profil 2 est similaire au profil 1 mais il est également caractérisé par la 
présence d’anticorps et de molécules du complément au niveau des lésions actives. Le 
profil 3 est caractérisé par une ischémie de la substance blanche induisant la 
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dégénérescence et la mort par apoptose des oligodendrocytes à distance des lésions. Les 
oligodendrocytes sont responsables de la formation de la gaine de myéline autour des 
axones et leur apoptose entraîne la démyélinisation des axones correspondants. Le 
profil 4 est similaire au profil 1 mais est associé à la dégénérescence des 
oligodendrocytes à proximité des lésions et à une absence de remyélinisation des axones. 
Ce profil 4 a parfois été associé à des patients atteints de PP-SEP. Le développement de 
la SEP est également associé histologiquement à l’apparition d’organes lymphoïdes 
tertiaires dans le SNC avec formation de centres germinatifs contenant des LT, des DC et 
des plasmocytes. 
 
 
c) Facteurs de prédispositions 
 
- Facteurs génétiques 
 
La prévalence de la SEP chez des individus caucasiens principalement d’Europe du Nord 
est en faveur d’une prédispostion génétique dans le développement de la maladie. De 
plus, un ensemble d’études a mis en évidence une concordance du développement de 
SEP entre jumeaux monozygotes avec un taux de 25% (Willer et al., 2003). Ce faible taux 
suggère que bien que des facteurs génétiques influencent le développement de la 
pathologie, des facteurs environnementaux jouent un rôle important. Plusieurs études 
récentes réunissant d’importantes cohortes de patients ont mis en évidence plus d’une 
centaine de polymorphismes génétiques associés à une prédisposition à la maladie 
(Consortium et al., 2013; Consortium et al., 2007; Patsopoulos et al., 2011). Il est 
intéressant de noter que beaucoup de ces polymorphismes concernent des gènes 
impliqués dans la réponse immunitaire adaptative. L’un des principaux facteurs identifié 
est l’expression de l’allèle de CMH-II HLA-DRB1*1501 dont la prévalence est d’environ 
25% dans les populations caucasiennes à risque. Parallèlement, chez la souris, 
l’expression des allèles s, b, q et g7 du CMH-II est associé à une sensibilité à l’EAE alors 
que les souches porteuses des allèles a et k sont résistantes à la pathologie. Il faut donc 
noter que, comme dans le cas du diabète de type 1, les polymorphismes des gènes 
codant pour les molécules du CMH-II sont associées à une prédisposition à la SEP. Des 
polymorphismes des gènes codant pour la chaîne α du récepteur à l’IL-2 et le récepteur 
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à l’IL-7 ont aussi été associés à la fois chez l’Homme et chez la souris à une 
prédisposition à la SEP et à l’EAE. Les trois gènes cités précédemment sont impliqués 
dans l’activation, la différenciation et les fonctions des LT CD4. En réalité, de nombreux 
gènes impliqués dans la présentation d’antigènes, la costimulation ou les voies de 
signalisation cytokiniques ont été associées à des polymorphismes de susceptibilité à la 
maladie. Certains de ces polymorphismes ont également été associés à d’autres 
pathologies autoimmunes (Cotsapas and Hafler, 2013). 
 
 
- Facteurs environnementaux 
 
Les études génétiques citées précédemment ont révélé qu’un polymorphisme dans le 
gène codant pour une enzyme catalysant l’activation de la vitamine D était associé à une 
plus grande susceptibilité à la SEP. Parallèlement, il existe une corrélation inverse entre 
le taux sanguin de vitamine D et le risque de développement de SEP (Munger et al., 
2006). La vitamine D est synthétisée à partir du cholestérol sous l’action des rayons 
ultraviolets. La distribution géographique des cas de SEP révèle une moindre prévalence 
de la maladie dans les régions à fort ensoleillement (Munger et al., 2004). La vitamine D 
peut également être apportée par l’alimentation et là encore, la consommation de 
produits riches en vitamine D est associée à un risque moindre de SEP.  
 
Un second facteur largement étudié est l’infection par des virus de la famille des 
Herpesviridae. En particulier, l’infection par le virus d’Epstein-Barr (EBV) est associée à 
un risque accru de SEP (Ascherio et al., 2001). L’âge de la primo-infection semble être un 
critère déterminant (Levin et al., 2010). Ainsi, des individus infectés à l’adolescence ou 
jeunes adultes ont un risque plus grand que ceux infectés plus jeunes qui ont eux-mêmes 
un risque plus grand que ceux qui n’ont jamais été infectés. De fait, la quasi-totalité des 
patients atteints de SEP sont séropositifs pour l’EBV. Une étude récente du groupe de 
Sechi a mis en évidence un mimétisme moléculaire entre un épitope dérivé de l’EBV et 
un épitope dérivé de la protéine basique de myéline (MBP), une protéine exprimée dans 
la gaine de myéline et caractérisé comme étant un autoantigène cible dans la SEP et 
l’EAE (Mameli et al., 2014). L’EBV n’est pas le seul virus associé à la SEP. Les virus de la 
rougeole et des oreillons ont également été associés à un risque plus élevé de 
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développement de la SEP. 
 
D’autres facteurs de risques ont également été identifiés. De manière non exhaustive, on 
peut citer le fait de fumer du tabac ou un régime alimentaire riche en acides gras saturés 
(Hadgkiss et al., 2014; Hernán et al., 2001). Tous ces facteurs ont des effets additifs. Ainsi, 
un fumeur séropositif pour l’EBV qui consomme peu de vitamine D a 400 fois plus de 
risques de développer une SEP qu’un individu qui ne réunit pas ces critères (Ascherio et 
al., 2012). 
 
 
2) L’encéphalomyélite autoimmune expérimentale 
 
 a) Généralités 
 
L’EAE regroupe en réalité de nombreux modèles chez différentes espèces animales 
mimant différents aspects de la SEP. Les premières expériences menées chez le lapin ont 
montré que l’immunisation des animaux avec des broyats de SNC humain induisait une 
inflammation de la moelle épinière. Par la suite, une étude chez le singe a montré que 
l’immunisation avec des extraits de cerveau induisait une inflammation et une 
démyélinisation du SNC (Rivers and Schwentker, 1935; Rivers et al., 1933).  
 
Chez la souris, la pathologie peut être induite par une immunisation avec un peptide 
dérivé d’antigènes de la gaine de myéline émulsifié avec de l’adjuvant complet de Freund 
(CFA). Cette méthode appelée EAE active induit une pathologie qui varie en fonction de 
l’antigène utilisé et de la souche de souris. Le premier modèle d’EAE chez la souris a été 
développé par immunisation de souris PL/J et SJL avec la protéine MBP en présence de 
CFA (Fritz et al., 1983a, b). L’immunisation induit une réponse lymphocytaire T et la 
maladie est de type RR-EAE, c’est-à-dire faite d’une succession de poussées et de 
rémissions. L’immunisation de souris avec un peptide dérivé de la protéine 
protéolipidique (PLP139-151) induit une pathologie de type RR-EAE chez les souris SJL 
(Sobel et al., 1990). Ce même antigène induit une pathologie peu sévère chez la souris 
C57Bl/6. A l’inverse, l’immunisation de souris C57Bl/6 avec MOG35-55 induit une 
pathologie sévère (Mendel et al., 1995). Dans les deux cas, la pathologie est chronique. Il 
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n’y a qu’une seule poussée suivie d’une rémission partielle et la maladie se stabilise. Les 
souris NOD sont également sensibles à l’EAE induite par MOG35-55 (Slavin et al., 1998). 
Dans ce cas, les souris développent dans un premier temps une pathologie de type RR-
EAE. Plus tard, les souris peuvent développer une pathologie chronique de type SP-EAE.  
 
L’EAE peut également être induite par transfert adoptif de cellules encéphalitogènes. On 
parle alors d’EAE passive. La première expérience de transfert de pathologie chez le 
petit animal a été effectuée chez le rat. En 1960, Paterson a transféré des cellules de rat 
immunisé avec des extraits de cerveau à des rats receveurs (PATERSON, 1960). Il a 
observé la présence de lésions dans le cerveau et la moelle épinière des rats receveurs. 
Chez la souris, il est possible d’induire la pathologie en transférant des cellules T CD4 
purifiées de souris immunisées avec MBP, PLP ou MOG (Baron et al., 1993; Ben-Nun et 
al., 1982; Kuchroo et al., 1992; Zamvil et al., 1985). 
 
Chez la souris, la pathologie se développe par une paralysie ascendante progressive. Le 
premier signe clinique est une perte de tonicité de la queue. Puis les souris développent 
une faiblesse au niveau des hanches, puis une paralysie des membres inférieurs puis une 
faiblesse des membres supérieurs. L’analyse histologique du SNC de ces souris révèle, 
comme chez l’Homme, une démyélinisation avec des lésions focales et une infiltration 
immunitaire de LT, LB, macrophages et DC, ainsi qu’une activation de la microglie. 
 
La destruction progressive de la gaine de myéline conduit à libération des différents 
constituants protéiques de cette gaine de myéline dont de nouveaux autoantigènes qui 
permettent dans certains cas une diversification de la réponse autoimmune. Cette 
diversification peut favoriser le développement d’une réponse immunitaire ciblant un 
antigène différent de celui utilisé pour l’induction ou un nouvel épitope de l’antigène 
inducteur. Ces phénomènes de diversification épitopique ont été étudiés dans les 
modèles d’EAE induit par PLP chez la souris SJL (McRae et al., 1995). L’immunisation 
avec le peptide PLP139-151 induit une RR-EAE. La première crise est caractérisée par une 
réponse T CD4 spécifique de PLP139-151. La première rechute s’accompagne d’une 
réponse T CD4 spécifique d’un second épitope, PLP178-191. La seconde rechute est 
associée à une réponse T CD4 spécifique de MBP84-104. De plus, l’utilisation d’un modèle 
d’encéphalomyélite induite par le virus de Theiler a montré que la progression de la 
 
95 
pathologie était associée à une diversification épitopique vers divers autoantigènes mais 
aussi vers plusieurs épitopes de ces antigènes (Vanderlugt and Miller, 2002). Il existe 
également des données suggérant qu’il existerait une diversification vers d’autres 
épitopes de MBP lors de l’EAE induite par MBP1-11 chez la souris (SJL x B10.PL)F1 
(Lehmann et al., 1992). Ainsi, la diversification épitopique fait partie intégrante de la 
progression de la maladie. 
 
 
b) La restimulation locale des lymphocytes T infiltrants le SNC. 
 
Bien que la pathologie soit induite en périphérie, le développement de l’EAE nécessite la 
restimulation des cellules T infiltrants le SNC localement par des APCs résidentes ou 
infiltrantes du SNC. Après activation, les LT spécifiques d’antigènes de la myéline 
infiltrent le SNC par l’espace sub-arachnoide (Kivisäkk et al., 2009). Ils sont localement 
réactivés par des APC CMH-II+ ce qui induit leur prolifération. Dans le SNC, plusieurs 
cellules sont potentiellement capables de présenter des antigènes issus de la gaine de 
myéline, la microglie, les macrophages et les DC. 
 
Parmi les APCs infiltrant le SNC, les DC représentent une très faible fraction mais sont 
capables à elles seules de soutenir la réaction autoimmune des LT CD4 encéphalitogènes 
et réactiver localement les LT CD4 infiltrants (Greter et al., 2005; Serafini et al., 2006). 
Dans un modèle d’EAE passive où seules les DC expriment des molécules de CMH-II, les 
souris développent une EAE similaire aux souris sauvages. Les souris totalement 
dépourvues de CMH-II sont résistantes à l’EAE passive. Les travaux du groupe de Miller 
ont montré que les DC myéloïdes infiltrant le SNC participaient à la diversification 
épitopique (McMahon et al., 2005). Ces mêmes DC sont capables d’activer des LT CD4 
naïfs spécifiques du SNC et d’induire leur différenciation en cellules T encéphalitogènes. 
Les DC du SNC peuvent avoir plusieurs origines. Des pDC circulant dans le sang peuvent 
infiltrer le SNC. Les DC peuvent également dériver de monocytes activés. Il a par ailleurs 
été suggéré que la microglie pourrait contenir une population proche des DC immatures 
qui sous l’effet de signaux inflammatoires pourrait se différencier en DC (Carson et al., 
1998; Fischer and Reichmann, 2001; Santambrogio et al., 2001). Quel que soit leur 
origine, il est clairement établi que les DC infiltrent le SNC précocement au cours de 
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l’EAE et que leur nombre et leur état de maturation augmentent à mesure que la maladie 
progresse (Greter et al., 2005; Reichmann et al., 2002; Serafini et al., 2000; Serafini et al., 
2006). 
 
Les macrophages présents dans le SNC ont aussi un rôle important dans la pathologie. Ils 
se localisent à proximité des vaisseaux sanguins dans le SNC et sont donc idéalement 
situés pour présenter des antigènes à des cellules T qui infiltreraient le SNC. Les travaux 
de Hichey et Kimura suggèrent que les macrophages périvasculaires seraient essentiels 
à l’infiltration des cellules T dans le SNC et à la présentation locale des antigènes de la 
myéline (Hickey and Kimura, 1988). De plus, les macrophages périvasculaires sont 
capables d’induire la prolifération de cellules T CD4 spécifiques de MBP (Ford et al., 
1995). Enfin, la déplétion des macrophages périvasculaires protège les souris contre 
l’EAE passive en empêchant notamment le recrutement des cellules T dans le SNC (Tran 
et al., 1998). 
 
Les travaux concernant la microglie sont plus complexes compte tenu de l’absence de 
marqueur réellement discriminant avec les macrophages et les DC. La microglie se 
différencie à partir de précurseurs hématopoïétiques issus du sac vitellin qui colonisent 
le SNC au stade fœtal. A l’état de repos, la microglie n’exprime pas ou peu de molécules 
impliquées dans la présentation antigénique. Cependant, après activation, de 
nombreuses études ont montré que la microglie exprimait des molécules de CMH-II et 
des molécules de costimulation (Almolda et al., 2010; Carson et al., 1998; Lindsey and 
Steinman, 1993; Pope et al., 1998). Des études des groupes de Reichmann et de Lo 
suggèrent que la microglie serait capable d’induire la prolifération de LT (Carson et al., 
1998; Fischer and Reichmann, 2001). De plus, la microglie activée par l’IFNγ exprime 
l’immunoprotéasome favorable la présentation d’antigène par le CMH-I (Stohwasser et 
al., 2000). La microglie activée sécrète des cytokines impliquées dans la différenciation 
des cellules T effectrices comme l’IL-6, l’IL-23 et le TGFβ (Sawada et al., 1995). Les 
cellules microgliales produisent également de l’IL-12 et cette production est augmentée 
par une stimulation du récepteur CD40 à leur surface (Aloisi et al., 1998; Becher et al., 
2000). Finalement, une étude récente du groupe de Forsthuber suggère que les cellules 
microgliales sont les premières cellules à capturer et à présenter des antigènes de la 
myéline après induction d’EAE (Sosa et al., 2013). 
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Ainsi la présentation antigénique dans le SNC est nécessaire au développement de la 
pathologie. Ce mécanisme peut faire intervenir plusieurs sous-populations d’APCs avec 
des fonctions et/ou des cinétiques différentes. 
 
 
c) Fonctions des lymphocytes T dans l’EAE 
 
- Lymphocytes T CD4 
 
Dans le paragraphe consacré aux facteurs de prédisposition génétique, nous avons vu 
que certains polymorphismes portaient sur des gènes associés à la réponse T CD4 
comme le CMH-II. Historiquement, les premiers LT CD4 considérés comme pouvant 
participer au développement de la pathologie sont de type Th1. En effet, dans le SNC de 
souris atteintes d’EAE, on trouve des LT CD4 produisant de l’IFNγ. De plus, les LT CD4 
Th1 spécifiques de la myéline sont capables d’induire la pathologie après transfert. 
Inversement, les lymphocytes de type Th2 n’en sont pas capables. Ces observations ne 
sont toutefois pas en accord avec le phénotype des souris déficientes pour l’IFNγ chez 
qui la maladie est exacerbée (Ferber et al., 1996). Les LT CD4 se différencient en Th1 
suite à leur activation via leur TCR en présence d’IL-12. Cette cytokine est un 
hétérodimère composé de 2 sous-unités distinctes, la sous-unité IL-12A (p35) et la sous-
unité IL-12B (p40). Les souris déficientes pour la sous-unité p40 sont résistantes à la 
pathologie alors que les souris déficientes pour p35 succombent rapidement et 
développent une encéphalite sévère. La sous-unité p40 peut s’associer à une autre sous-
unité, l’IL-23p19 (p19). Ce dimère, appelé IL-23, est essentiel au développement de 
l’EAE. Les souris déficiente pour p19 sont en effet résistantes à la pathologie (Cua et al., 
2003). L’IL-23 est une cytokine pro-inflammatoire qui stimule la différenciation des LT 
CD4 en cellules Th17. Ces cellules sont retrouvées dans le SNC des souris atteintes d’EAE 
et des patients atteints de SEP. Cependant, l’IL-17 ne semble pas être une cytokine 
essentielle à la pathologie. La cinétique de la maladie est légèrement retardée chez les 
souris IL-17 déficientes et la maladie est moins sévère (Komiyama et al., 2006). 
Inversement, l’expression ectopique de l’IL-17 n’augmente pas la sévérité de la maladie 
(Haak et al., 2009). De plus, la pathogénicité des cellules Th17 dans le SNC ne semble pas 
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liée au lignage Th17 en lui-même. Des cellules Th17 différenciées en présence d’IL-6 et 
de TGFβ n’ont aucun pouvoir encéphalitogène. L’IL-23 est véritablement requise à 
l’acquisition du caractère pathogène des cellules Th17. L’IL-23 induit chez les LT la 
production de GM-CSF. Les cellules T CD4 déficientes en GM-CSF n’induisent pas la 
pathologie alors que les cellules doubles déficientes pour l’IFNγ et l’IL-17 qui produisent 
du GM-CSF sont capables d’induire l’EAE (Codarri et al., 2011). Le rôle fondamental du 
GM-CSF dans la pathologie est également mis en évidence par les travaux du groupe de 
Bernard qui a montré que des souris GM-CSF déficientes étaient résistantes à l’EAE et 
que la sensibilité à la pathologie était rétablie par des injections régulières de GM-CSF 
(McQualter et al., 2001). Dans le SNC le GM-CSF induit notamment le recrutement de DC 
et de macrophages qui participent à la maladie (Codarri et al., 2011). 
 
Les LT CD4 peuvent également jouer un rôle protecteur dans la pathologie. En effet, les 
LT CD4 peuvent également s’engager dans le lignage Treg qui est capable d’inhiber les 
réactions immunitaires. Ainsi, il a été montré que la délétion des Treg augmentait la 
sévérité de la pathologie alors qu’un transfert adoptif de Treg réduit voir aboli la 
maladie (Cassan and Liblau, 2007; Stephens et al., 2005). Dans un modèle de RR-EAE 
chez la souris SJL, le groupe de Brunner-Weinzierl a montré que la déplétion en Treg 
abolissait les phases de rémissions excepté la première (Gärtner et al., 2006). De plus, 
les Treg isolés du SNC de souris malades sont capables in vitro de supprimer la réponse 
de LT CD4 naïfs spécifiques d’antigènes de la myéline mais pas de LT CD4 effecteurs 
isolés de souris au pic de la maladie (Korn et al., 2007). Ces résultats suggèrent que les 
Treg inhiberaient la réponse encéphalitogène et participeraient ainsi aux phases de 
rémission en inhibant spécifiquement la réponse des LT naïfs nouvellement recrutés 
dans le SNC. 
 
Mises ensemble, ces données révèlent le rôle fondamental des LT CD4 dans la pathologie. 
Par la sécrétion de GM-CSF, les LT CD4 sont essentiels à la pathologie et par le lignage 
Treg, ils peuvent réduire ou abolir la maladie. Ce rôle ambivalent des LT CD4 est 
commun à de nombreuses pathologies autoimmunes dont le diabète de type 1. 
 
 
- Lymphocytes T CD8 
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Les LT CD8 sont des cellules qui, après activation, acquièrent des capacités cytotoxiques 
et sont capables d’induire l’apoptose de cellules cibles. Le transfert adoptif de cellules T 
CD8 spécifiques du peptide MBP79-87 induit une pathologie démyélinisante dominée par 
une infiltration de LT CD8 au niveau du SNC (Huseby et al., 2001). Les LT CD8 isolés de 
ces souris peuvent induire la pathologie après transfert. L’immunisation avec le peptide 
MOG35-55 induit également une activation de cellules T CD8 spécifiques qui peuvent 
induire la pathologie après transfert (Sun et al., 2001). En effet, MOG35-55 contient un 
épitope reconnu par des LT CD8 spécifiques, MOG37-46 (Ford and Evavold, 2005).  
 
Les LT CD8 peuvent également avoir un rôle protecteur dans la pathologie. En effet, les 
souris déficientes en LT CD8 ont une mortalité réduite mais plus de rechutes que les 
souris sauvages (Jiang et al., 1992; Koh et al., 1992). L’injection de LT CD8 CD28-, une 
population de LT CD8 ayant des propriétés immunosuppressives, inhibe le 
développement de la pathologie en induisant un effet tolérogénique des DC (Najafian et 
al., 2003). D’autres cellules T CD8 régulatrices ont été identifiées comme pouvant 
induire l’apoptose des LT CD4 activés en reconnaissant la molécule de CMH-I non 
classique Qa-1 (Jiang et al., 2003). 
 
 
d) Les antigènes de la pathologie  
 
- Protéine basique de myéline 
 
MBP est une protéine d’environ 250 aa. C’est l’un des principaux constituants de la gaine 
de myéline. Les patients atteints de SEP présentent une autoréactivité T CD4 et T CD8 
spécifique de MBP. Il s’agit du premier antigène isolé capable d’induire l’EAE (Eylar et al., 
1969). Cet antigène permet d’induire la pathologie dans de nombreux modèles animaux 
comme la souris, le rat, le cochon d’Inde ou encore le singe. Chez la souris, 
l’immunisation avec la protéine MBP ou l’un de ses épitopes induit une réponse T CD4 
et/ou CD8 encéphalitogène dans de nombreuses souches de souris (Martin et al., 1990; 
Pette et al., 1990; Shaw et al., 1996). Le groupe de Sercarz a montré que l’immunisation 
de souris (SJL x B10.PL)F1 induit une diversification épitopique vers d’autres épitopes 
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de MBP (Lehmann et al., 1992). La protéase AEP a été montrée comme pouvant 
catalyser la destruction de l’épitope MBP83-99 chez l’Homme (Manoury et al., 2002). Ce 
mécanisme pourrait avoir un effet sur la tolérance vis-à-vis de la protéine MBP. En effet, 
MBP83-99 est un des épitopes de MBP capable d’induire l’EAE chez différents modèles de 
souris  
 
 
- Protéine protéolipidique 
 
PLP est une protéine de 277 aa composée de 4 domaines transmembranaires. C’est la 
protéine la plus abondante de la gaine de myéline. Les patients atteints de SEP ont une 
fréquence plus élevée de LT spécifiques de PLP que les individus sains. PLP est un 
antigène largement étudié dans les modèles d’EAE (Trotter et al., 1991). Deux épitopes 
de PLP ont été utilisés chez les souris SJL en particulier PLP139-151 et PLP178-191 (Sobel et 
al., 1990). Du fait de mécanismes d’épissages alternatifs de l’ARN messager de PLP, 
l’épitope PLP139-151 n’est pas exprimé dans le thymus des souris. En revanche, PLP178-191 
est exprimé et induit la tolérance centrale par les APCs hématopoïétiques et les cellules 
épithéliales (Klein et al., 2000). Toutefois, chez la souris SJL, PLP139-151 induit une 
maladie de type RR-EAE avec une diversification épitopique vers PLP178-191 (McRae et al., 
1995). Ainsi, la réaction spécifique du premier épitope de PLP entraîne une rupture de 
tolérance vis-à-vis du second épitope. 
 
 
- La glycoprotéine de myéline des oligodendrocytes. 
 
MOG est une protéine de 218 aa exposé à la surface de la gaine de myéline. Chez les 
patients atteints de SEP, on peut détecter la présence d’anticorps et de LT spécifiques de 
MOG (Kerlero de Rosbo et al., 1993; Sun et al., 1991; Xiao et al., 1991). De nombreuses 
souches de souris sont sensibles à l’EAE induite par MOG dont la souris NOD qui 
développe une pathologie de type RR EAE puis SP EAE (Slavin et al., 1998). Chez la 
souris C57Bl/6, l’immunisation avec la protéine MOG induit une réponse T et une 
production d’anticorps spécifiques. L’immunisation avec l’épitope MOG35-55 induit une 
réponse T CD4 et CD8 mais pas de production d’anticorps (Mendel et al., 1995). Dans le 
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thymus, MOG est exprimé par les mTEC (Derbinski et al., 2001). Néanmoins, 
l’immunisation de souris MOG déficiente induit une réponse T identique à des souris 
sauvages en restimulation in vitro (Delarasse et al., 2003). De plus, le transfert chez des 
souris sauvages de cellules T issues de souris immunisées avec MOG35-55 sauvages et 
MOG déficientes induit la même pathologie. L’analyse des TCR exprimés par les cellules 
T spécifiques de MOG dans les deux fonds génétiques n’a pas révélé de différence de 
répertoire entre les souris sauvages et MOG déficientes (Fazilleau et al., 2006). Ces 
résultats suggèrent que bien qu’étant exprimé au niveau du thymus, MOG n’induit pas de 
tolérance des cellules T spécifiques. Cependant, les groupes de Wekerle et de Liblau ont 
récemment montré que certains clones T CD4 exprimant un TCR spécifique de MOG35-55 
pouvaient également reconnaitre spécifiquement un peptide dérivé du neurofilament-M 
(NF-M), NF-M18-30, une protéine du cytosquelette neuronal (Krishnamoorthy et al., 2009; 
Lucca et al., 2014). En particulier, les LT CD4 exprimant le TCR 2D2 spécifique de MOG35-
55 peuvent induire l’EAE chez des souris déficientes en MOG. Ces cellules reconnaissent 
NF-M18-30 et n’induisent pas l’EAE chez les souris double déficientes pour MOG et NF-M 
(Krishnamoorthy et al., 2009). Ces résultats suggèrent que l’EAE induite par MOG35-55 
chez les souris déficientes en MOG pourrait impliquer des LT bi-spécifiques activés par 
MOG35-55 mais reconnaissant NF-M18-30 dans le SNC. 
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VII) La protéase à sérine spécifique du thymus 
 
TSSP est une protéine de la famille des serine carboxypeptidases lysosomales Pro-Xaa 
aussi appelée peptidases S28. Les autres membres de cette famille sont la dipeptidyl-
peptidase II, dont plusieurs substrats naturels ont été identifiés mais dont aucune 
fonction biologique précise n’a été détaillée, et la prolylcarboxypeptidase C, qui dégrade 
l’angiotensine II modulant ainsi la vasoconstriction de l’artère pulmonaire. Le gène 
prss16 qui code pour TSSP est localisé sur le chromosome 6 chez l’Homme à proximité 
du locus codant pour les molécules de CMH-I. Chez la souris, le gène codant TSSP est 
situé sur le chromosome 13 et n’est donc pas situé à proximité du locus des gènes de 
CMH. Les protéines humaine et murine partagent plus de 70% d’homologie. Cette forte 
conservation de TSSP au cours de l’évolution suggère que la fonction de TSSP chez 
l’Homme et chez la souris est proche sinon identique. Bien que son activité ne soit pas 
définie, d’après sa séquence, TSSP se classerait dans les carboxyexopeptidases et 
cliverait donc ses substrats à l’extrémité carboxyterminale. Initialement, des 
polymorphismes du gène prss16 ont été associés à un nouveau locus de susceptibilité au 
Dt1 chez l’Homme (Lie et al., 2002). Des études plus récentes ont exclus les 
polymorphismes situés dans la partie codante de prss16 (Lie et al., 2007). Cependant, 
des polymorphismes situés en amont dans la région promotrice de prss16 sont toujours 
considérés comme des candidats potentiels pour ce nouveau locus de susceptibilité 
(Viken et al., 2009). Des polymorphismes situés dans la région promotrice d’un gène 
peuvent conférer une susceptibilité au Dt1 comme c’est le cas pour le gène de l’insuline 
chez l’Homme (Bennett et al., 1995). Le groupe de Bowlus n’a pas identifié de lien entre 
TSSP et le Dt1 chez la souris NOD (Cheunsuk et al., 2002). Cependant, leur étude s’est 
limitée à la comparaison de deux souches de souris, la souris NOD et la souris non-obèse 
non-diabétique (NON) génétiquement très proches. Il serait nécessaire d’analyser 
d’autres souches de souris en particulier en ciblant les éventuels polymorphismes 
notamment dans la région promotrice. Cette étude ne permet donc pas d’exclure une 
éventuelle association de TSSP avec un locus de susceptibilité au Dt1 chez la souris. 
 
TSSP est exprimé dans le thymus par les cTEC et les DC thymiques (Bowlus et al., 1999; 
Carrier et al., 1999; Viret et al., 2011b). En périphérie, son expression n’est pas 
détectable par PCR dans les DC même après stimulation via les TLRs mais elle est 
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fortement augmentée dans les LB après une stimulation par le LPS (Viret et al., 2011b). 
Ce profil d’expression associé à une expression vésiculaire au moins dans les cTEC et à 
sa séquence suggère que TSSP participerait aux mécanismes de présentation d’antigènes 
par le CMH-II. Dans le thymus, en modulant la présentation d’antigène par le CMH-II, 
TSSP contrôlerait le développement du répertoire T CD4. Chez les souris C57Bl/6 
déficiente en TSSP, le développement du compartiment T CD4 n’est pas globalement 
affecté (Cheunsuk et al., 2005; Gommeaux et al., 2009). En revanche, le développement 
de LT CD4 transgéniques pour les TCR OT-II et Marylin est inhibé (Gommeaux et al., 
2009). Les auteurs de cette étude associent ce défaut de développement à un défaut de 
sélection positive cohérent avec une expression de TSSP par les cTEC. Le développement 
du compartiment T CD8 polyclonal ou de LT CD8 transgéniques pour le TCR OT-I ne sont 
pas affectés. Ces résultats suggèrent que TSSP contrôlerait la sélection positive de 
certains LT CD4 en modulant la présentation de certains antigènes par le CMH-II dans 
les cTEC. 
 
Du fait de l’association potentiel de TSSP au Dt1 chez l’Homme et de son implication 
dans le développement de LT CD4 transgéniques, notre équipe a généré une souris NOD 
déficiente pour TSSP (NOD Tssp°) (Viret et al., 2011b). Les souris NOD Tssp° sont 
totalement protégées du Dt1. Cette résistance est une propriété du compartiment T CD4 
et n’implique pas une exacerbation de la tolérance dominante. La résistance au Dt1 des 
souris NOD Tssp° corrèle avec une perte de réponse T CD4 spécifique de certains 
antigènes associés à la pathologie. La réponse T CD4 spécifique de l’insuline est toutefois 
identique entre les souris NOD Tssp° et les souris NOD sauvages (WT). L’analyse du 
développement de LT CD4 exprimant un TCR spécifique d’antigènes des îlots de 
Langerhans montre que certains TCR sont délétés dans le thymus des souris NOD Tssp° 
par un mécanisme dépendant d’APC d’origine hématopoïétique. Ces résultats suggèrent 
donc que l’absence de TSSP induit une augmentation de la sélection négative dans le 
thymus de certains LT CD4 autospécifiques. Une autre étude de notre équipe a analysé le 
développement du répertoire T CD4 fonctionnelle des souris NOD Tssp° (Viret et al., 
2011a). Ainsi, la réponse T CD4 spécifique de HEL est réduite chez les souris NOD Tssp°. 
Cette réduction de réponse est induite par des APC d’origine hématopoïétique dans le 
thymus des souris NOD Tssp°. L’analyse du répertoire T CD4 spécifique de HEL montre 
que le répertoire des souris NOD Tssp° est plus restreint que celui des souris NOD WT. 
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L’ensemble de ces données suggère que la déficience en TSSP dans le thymus des souris 
NOD induit une augmentation de la sélection négative de certains LT CD4 spécifiques de 
protéines du soi ou du non-soi. Notre hypothèse est que l’absence de TSSP induit une 
augmentation de la présentation de certains peptides associés au CMH-II induisant ainsi 
la délétion de LT CD4 exprimant un TCR suffisamment affin. Dans le thymus des souris 
sauvages, TSSP en inhibant la présentation de ces peptides empêcherait la délétion des 
LT CD4 spécifiques diversifiant ainsi le répertoire fonctionnel. En contrepartie, le 
répertoire T CD4 autospécifique est lui aussi diversifié augmentant ainsi le risque de 
développement de pathologies autoimmunes. Ainsi, en limitant la tolérance au soi, TSSP 
permettrait une diversification du répertoire fonctionnel T CD4. Le compartiment T CD4 
conserverait une capacité de reconnaissance des antigènes associés à des pathogènes 
présentant un certain mimétisme avec des antigènes du soi au prix d’un risque de 
développement d’autoimmunité. 
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L’efficacité de la sélection négative des LT CD4 spécifiques d’une protéine tissulaire est 
dépendante du niveau et du profil d’expression de cette protéine dans le thymus ainsi 
que de la capacité des APC thymiques à apprêter et à présenter cette protéine sous 
forme de complexes pCMH-II. Lors de la sélection du répertoire T CD4, des thymocytes 
autospécifiques de faible avidité pour leur antigène ou spécifiques d’un antigène 
tissulaire faiblement présenté ou présenté par un faible nombre d’APC peuvent 
échapper à la sélection négative. Ces paramètres influence l’intensité du signal reçu par 
le thymocyte via son TCR lors de la sélection négative. Ainsi, on peut définir un seuil au-
delà duquel le signal perçu par le thymocyte va induire sa délétion par apoptose ou sa 
différenciation en nTreg dans le thymus. 
 
Chez la souris NOD, les mécanismes de tolérance centrale sont relativement inefficaces 
entrainant l’émergence d’un répertoire T enrichi en cellules exprimant un TCR 
autospécifique. Les données présentées plus haut suggèrent que les souris NOD Tssp° 
ont un répertoire T CD4 autospécifique réduit consécutivement à une augmentation des 
mécanismes de tolérance centrale. Ainsi, le répertoire T CD4 des souris NOD Tssp° n’est 
plus capable d’induire le Dt1 chez ces souris. 
 
L’analyse comparative de la réponse des souris NOD et NOD Tssp° à divers antigènes 
associés au Dt1, montre que, contrairement aux souris NOD WT, les souris NOD Tssp° 
sont partiellement tolérantes à la protéine S100β, un antigène soupçonné de participer à 
l’initiation du DT1. Ce travail de thèse a donc pour but de déterminer l’impact de la 
déficience en TSSP sur le développement du répertoire T CD4 spécifique de S100β. En 
dérivant un grand nombre d’hybridome dans les deux souches de souris, nous avons 
comparé les caractéristiques des répertoires T CD4 spécifique de S100β publics et privés 
chez les souris NOD WT et NOD Tssp°. Cette étude, détaillée dans la suite de ce 
manuscrit, suggère que l’augmentation de la tolérance à S100β chez les souris NOD Tssp° 
altère le développement du répertoire public de faible avidité et surtout du répertoire 
privé de forte avidité pour l’épitope immunodominant de S100β. 
 
Parallèlement, compte tenu de l’effet majeur de l’absence de TSSP dans l’établissement de la 
tolérance à des antigènes des îlots de Langerhans, nous avons évalué si cet effet pouvait être 
généralisé. Pour cela nous avons analysé l’impact de l’absence de TSSP sur le développement 
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de l’EAE chez la souris NOD, une autre pathologie médiée par les LT CD4. Cette étude, 
détaillée dans la deuxième partie des résultats de ce manuscrit, suggère que la déficience en 
TSSP réduit la sévérité de la pathologie chez les souris NOD Tssp° en diminuant la fréquence 
et la fonctionnalité des LT CD4 encéphalitogènes. De plus, en analysant les populations 
d’APC présentes dans le SNC de souris NOD WT, nous avons montré que, à l’exception des 
LB, toutes les populations d’APC infiltrantes et la microglie activée expriment TSSP. Cette 
étude constitue donc la première preuve d’une possible implication de TSSP dans la fonction 
des APC en périphérie. 
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Abstract:  
Although central tolerance induces the deletion of most autoreactive T cells, some 
autospecific T cells escape thymic censorship.  Whether the potentially harmful autoreactive 
T cells present distinct TCR features remains unclear.  Here, we analyzed the 
TCRrepertoire of CD4 T cells specific for the S100 protein, an islet antigen associated 
with type 1 diabetes. We found that diabetes resistant NOD mice deficient for Thymus 
Specific Serine Protease (TSSP), a protease that impairs class II antigen presentation by 
thymic stromal cells, were hyporesponsive to the immunodominant S1001-15 epitope, as 
compared to wild-type NOD mice, due to intrathymic negative selection.  In both TSSP-
deficient and wild-type NOD mice, the TCR repertoire of S100-specific CD4 T cells was 
diverse yet, with a specific bias for dominant and public TCR rearrangements with limited 
CDR3 diversity.  These dominant and public TCR chains conferred intermediate to low 
avidity.  In contrast, high-avidity T cells expressed private TCR and were only found in wild-
type NOD mice.  Hence, in NOD mice the autoreactive CD4 T cell compartment has two 
major components, a dominant and public low-avidity TCR repertoire and a private high-
avidity CD4 T cell repertoire, only the latter being deleted by re-enforced negative selection 
in diabetes resistant TSSP-deficient NOD mice.    
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Introduction 
Clonal deletion in the thymus is a major mechanism to establish T cell tolerance to self-
antigens (Ag). The seminal demonstration of ectopic expression of peripheral tissue Ags 
(TSA) by thymic APC provided the mechanistic basis for the deletion of T cells specific for a 
large number of TSA [1, 2]. Central tolerance is however incomplete and it has been 
estimated that thymic deletion may spare up to 25-40% of positively selected T cells [3]. It is 
well established that most of these self-reactive T cells show relatively low avidity for their 
cognate ligand, yet little is known regarding the specific features of their TCR repertoire 
notably for polyclonal T cells specific for TSA.   
 
To further characterize how negative selection shapes the TCR repertoire of T cells reacting 
to TSA, we analyzed the specific features of CD4 T cells specific for an islet-Ag in 
conventional NOD mice and NOD mice with re-enforced central deletion. The peripheral T 
cell repertoire of NOD mice is highly autoreactive and includes CD4 T cells specific for a 
large number of islet-Ag [4].  This accumulation of islet-reactive CD4 T cells results, at least 
in part, from defects in central tolerance mainly linked to defects in apoptosis induction [5-8]. 
Defects in central tolerance in the NOD mouse are however also linked to the adverse effect 
of the Thymus Specific Serine Protease (TSSP) on the presentation of some self-Ags by 
thymic stromal cells [9].  Hence we showed that lack of TSSP expression by thymic DC 
promoted the deletion of several islet-Ag specific CD4 T cells and protected NOD mice from 
spontaneous autoimmune diabetes [9].  This unique experimental system is therefore well 
suited to characterize the islet-reactive TCR repertoire of CD4 T cells that have escaped 
central tolerance in the NOD mice and how this repertoire is imprinted by re-enforced 
negative selection in TSSP-deficient NOD mice.   
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Here we show that TSSP-deficient NOD (NOD Tssp°) mice were hyporesponsive to the 
protein S100an islet-Ag suspected to contribute to type 1 diabetes (T1D, [10]), due to 
central tolerance. We analyzed both the TCR and TCR repertoires and the functionality of 
a large panel of CD4 T cell hybridomas generated from S100-immunized NOD and NOD 
Tssp° mice. We further assessed the characteristic features of the TCR repertoire of 
autoreactive CD4 T cells that may contribute to T1D and determined how re-enforced central 
tolerance modifies this autoreactive CD4 T cell repertoire.     
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Results 
NOD Tssp° mice are partially unresponsive to the protein S100 
We have shown previously that the protease TSSP impairs by yet unknown mechanism the 
presentation of some islet-Ags by thymic stromal cells and, consequently, prevented the 
deletion of the corresponding self-reactive CD4 T cells [9].  Accordingly, TSSP-deficient 
NOD mice are tolerant to these islet-Ags and are protected from spontaneous diabetes. To 
gain further insight into the impact of TSSP-deficiency on negative selection we analyzed the 
response of NOD Tssp° mice to additional islet-Ags suspected to contribute to T1D [4].  
 
A previous report suggested that the T cell response to the protein S100 contributed to the 
initiation of T1D [10]. T cell specificity was, in this initial study examined using bovine 
S100 protein (bS100) that differs from its mouse ortholog by three amino acids (aa, Val at 
position 8, Ser at position 63 and Ile at position 81 of bS100 corresponding to Met, Glu and 
Val, respectively in the mouse sequence). To extend on this initial report and assess the 
contribution of CD4 T cells to this potential autoreactivity we first examined the CD4 T cell 
response of wild-type (NOD WT) and NOD Tssp° mice to S100following immunization 
with bS100 protein emulsified in CFA, as previously reported [10].  We found that CD4 T 
cells isolated from immunized NOD WT mice proliferated upon in vitro restimulation with 
bS100 and that the CD4 T cell response of immunized NOD Tssp° mice was reduced as 
compared to that of NOD WT mice irrespective of the dose of bS100 used for in vitro 
restimulation (Fig. 1A-B).  Given that tolerance to immunodominant epitope may favor the 
emergence of T cell responses to subdominant or cryptic epitopes we mapped the epitope(s) 
targeted by the S100-specific CD4 T cells of NOD WT and NOD Tssp° mice.  For this 
experiment, we immunized NOD mice with bS100 protein and analyzed their CD4 T cells 
response upon in vitro restimulation with overlapping peptides covering the entire mouse 
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S100 (mS100 sequence.  As shown in Fig. 1C, CD4 T cells from NOD WT mice mainly 
responded to the mS1001-15 peptide (MSELEKAMVALIDVF) and, to a lesser but significant 
extent, to the mS10078-92 peptide (VAMVTTACHEFFEHE).  The mS1001-15 peptide was 
also targeted by S100-specific CD4 T cells from NOD Tssp° mice and, as observed for the 
whole protein, the response was 40 % reduced as compared to NOD WT mice (mean±SEM; 
WT=7.6±1.4 versus KO= 4.4±0.8).  Notably, CD4 T cells from NOD Tssp° mice did not 
respond to any other peptides.   
 
As indicated above, bS100 differs from mS100 for 3 aa one of which corresponding to a 
valine to methionine change at position 8 of the mS1001-15 immunodominant peptide.  To 
ensure that these different polymorphisms were not breaking tolerance to mS100 protein, we 
immunized NOD WT and NOD Tssp° with mS1001-15 peptide and analyzed their CD4 T cell 
recall response to the same peptide.  Both NOD WT and NOD Tssp° mice responded to 
mS1001-15 and, as observed upon protein immunization, NOD Tssp° mice were 
hyporesponsive showing a 40% reduction (mean±SEM at 50µg/ml peptide; WT=8.4±0.8 
versus KO= 5.2±0.7) as compared to NOD WT control mice (Fig. 1D).    
 
Altogether these results show that NOD WT mice are not tolerant to mS100 and maintain a 
pool of peripheral CD4 T cell that can respond to mS1001-15.  In addition these results show 
that NOD Tssp° mice are hyporesponsive to the immunodominant S1001-15 epitope. 
 
Impaired thymic development of mS100-specific CD4 T cells in NOD Tssp° mice 
The aforementioned results suggest that TSSP may be necessary for the intrathymic 
development of mS100-specific CD4 T cells.  TSSP is highly expressed by cortical thymic 
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epithelial cells (cTEC) but also, at lower levels by thymic DC [9, 11-13].  Therefore, to assess 
the relative contribution of either stromal compartment to the hyporesponsiveness of NOD 
Tssp° mice to mS1001-15 we generated mixed bone marrow (BM) chimeras in which either 
the TEC or the APC compartment lacked TSSP expression. Hence, T cell-depleted BM cells 
from NOD WT mice were co-injected with either Tssp° NODscid BM cells as a source of 
TSSP-deficient APC or, as control, NODscid BM cells into lethally irradiated NOD WT or 
NOD Tssp° recipient mice.  Nine to 12 weeks post reconstitution the response of the different 
chimeras to mS1001-15 peptide and, as a control, the OVA323-339 peptide was analyzed 
following peptide immunization.  As expected, the different chimeras responded similarly to 
OVA323-339 peptide (Fig. 1E).  In contrast, the lack of TSSP expression confined to the BM 
compartment (BM KO-> host WT) induced a 60% reduction of the CD4 T cell response to 
mS1001-15 as compared to WT chimeras (WT->WT=8.6±1.3 versus KO->WT= 3.3±1.3), 
suggesting that TSSP-deficient APC induced the deletion of some of the mS1001-15 specific 
CD4 T cells (Fig. 1E). The proliferative response was also reduced when TSSP-deficiency 
was confined to the radio-resistant compartment (BM WT-> host KO; 40% reduction) 
suggesting that TEC, and likely cTEC induced the deletion of some of the mS1001-15 CD4 T 
cells.  A similar level of reduction was also observed when the BM and radio-resitant 
compartment lacked TSSP (55% reduction) suggesting that the two compartments were 
equally efficient at deleting the S100-specific CD4 T cell pool.   
 
Combined, these different results suggest that, in NOD Tssp° mice, mS1001-15-specific CD4 
T cells may be deleted in the thymus by TEC and DC. 
  
General features of the TCR repertoire of mS100specific CD4 T cells of NOD 
WT and NOD Tssp° mice 
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To gain more insight into the autoreactive CD4 T cell repertoire developing in NOD mice and 
further examine the impact of re-enforced negative selection on the development of this self-
reactive CD4 T cell repertoire specific for mS1001-15, we generated T cell hybridomas.  This 
strategy was preferred as it permits an analysis of both TCR and TCR chains of individual 
clones as well as an estimation of the avidity of the corresponding clones.  Hence, CD4 T 
cells isolated from pools of two NOD WT or NOD Tssp° mice primed with mS1001-15 
peptide were restimulated in vitro with the mS1001-15 peptide prior to fusion with BW-- 
thymoma. Out of 6 fusions performed, three generated substantial numbers of hybridomas 
(fusion #1, 5 and 6) and were therefore subjected to further analysis.  In agreement with the 
hyporesponsiveness of NOD Tssp° mice, we obtained a total of 42 mS1001-15-specific 
hybridomas with NOD Tssp° CD4 T cells and 94 with NOD WT CD4 T cells.  Only 65 of the 
later were blindly selected for further study. 
 
We first characterized the V and V usage of these different hybridomas.  Regarding V 
usage, there was a significant over-representation of hybridomas expressing V8.2 (38-40 %) 
and V11 (21.5 %) but at a similar frequency in both NOD WT and NOD Tssp° derived 
hybridomas (Fig. S1A). The usage of the other V gene segments was below 10 % and 
comparable for the two groups of hybridomas.  Regarding V usage, there was a significant 
over-representation of hybridomas expressing V6b in both NOD WT (27.7 %) and NOD 
Tssp° (42.9 %) derived hybridomas (Fig. S1B). A substantial number of NOD WT 
hybridomas expressed V6a (13.8 %) and V16 (9.2 %) gene segments while none of the 
NOD Tssp° hybridomas did (Fig. S1B).  V17 gene segment was also preferentially used by 
NOD WT hybridomas as compared to NOD Tssp° hybridomas (10.8 % versus 2.4 % 
respectively) but, as shown by their CDR3 aa and nucleotide sequences, this most likely 
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resulted from the selective expansion of two clones in only one fusion (Table S1 and not 
shown). 
 
The general features of the CDR3 and CDR3 of NOD WT and NOD Tssp° derived 
hybridomas were closely similar. Hence, the CDR3 and CDR3 lengths were skewed for 10 
aa and 8-9 aa, respectively in both strains of mice (Fig. S1C).  Likewise the electrical charge 
of the different CDR3 was comparable for NOD WT and NOD Tssp° hybridomas (Fig. S1D).   
 
Specific features of the TCR repertoire of mS100specific CD4 T cells of NOD 
WT and NOD Tssp° mice 
Analysis of the CDR3 sequences of the 65 NOD WT hybridomas revealed the common 
features of mS1001-15 -specific TCR (Table 1, 2 and S1). Regarding the V-D-J sequences, 
although some rearrangements were shared by different hybridomas, the V repertoire 
remained relatively diverse and no dominant and public rearrangements could be found 
(Table 2 and S1).  The V repertoire was however far less diverse.  Hence three V-J 
rearrangements were expressed by several hybridomas obtained in different fusions and were 
largely used (Table 1 and 2).   
 
The first rearrangement frequently used by mS1001-15-specific CD4 T cell hybridomas from 
NOD WT mice correspond to V6b-J42*01 with a fairly conserved CDR3 sequence of 10 
aa (Table 1).  This rearrangement was both dominant and public, representing 23.8% of the 
TCR repertoire of mS1001-15-specific NOD WT hybridomas and found in all fusions.  This 
TCR preferentially paired with TCR using the V8.2 gene segment (13 out of 15 
hybridomas), although their CDR3 were far more diverse (Table 2).  The CDR3 in this 
family presented some junctional diversity mainly resulting from nucleotide additions (Table 
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S2).  However the (A/V)PSGGSNAKL CDR3 sequence was clearly the more frequently 
used. Notably, the proline at position 2, resulting from nucleotide addition, was found in 
different fusions but also expressed by several hybridomas from the same fusion (Table 1). 
Analysis of the different CDR3 and CDR3 nucleotide sequences showed that over 
representation of this clonotype possibly resulted from expansion of a given clone (6W05 and 
6W21; 6W16 and 6W64) but also selection of different clones (5W09, 6W22, 6W52 and 
6W13) suggesting that this rearrangement may provide a better fit to interact with I-
Ag7/mS1001-15 complexes (Table S2).  The ED50 of hybridomas expressing this peculiar 
CDR3 was rather high (mean±SEM= 1,872±0,194; Table 2) suggesting that this TCR is of 
relatively low affinity.  Interestingly, the V6b-J42*01 rearrangement was also 
preferentially used by mS1001-15 specific hybridomas from NOD Tssp° mice (38.1% of the 
TCR repertoire, Table 1).  Strinkingly the (A/V)PSGGSNAKL CDR3 sequence was also 
overtly used by NOD Tssp° hybridomas and, remarkably, some hybridomas from NOD WT 
and NOD Tssp° expressed the very same (6W05, 6W21 and 5K09, 5K22, 5K31) or extremely 
similar (5K02, 6K01 and 1W03, 6W06 and 6W19) TCRandCR rearrangements.  Given 
that these specific aa sequences were not germline encoded, these clonotypes likely provide a 
proliferative advantage in response to mS1001-15 (Table 2 and S2).    
   
A second rearrangement that was frequently used by mS1001-15 hybridomas from NOD WT 
mice (9.23%) corresponded to V21-J50*01 with a fairly conserved CDR3 of 10 aa (Table 
1).  The CDR3RVASSSFSKL was the more represented and found in different clones from 
different fusions (1W16, 1W20, 6W02 and 6W27; Table 2). This dominant rearrangement 
was also found in hybridomas derived from NOD Tssp° at a similar frequency (9.52%; Table 
1).  In both case, this TCR rearrangement preferentially paired with TCR using the V11 
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segment but with more diverse CDR3 sequences (Table 2).  Notably however, the same 
TCR clonotype could be found in different fusions (1W16 and 6W02; 6K05 and 1K02, 
1K05). Interestingly, both NOD WT and NOD Tssp° derived hybridomas from this family 
had an intermediate, and not significant different, ED50 (WT= 0.1071±0.04 and WT= 
0.059±0.02).   
 
Finally, the V16-J39*01 rearrangement with a conserved CDR3 sequence of 9 aa was 
dominant and public in the panel of hybridomas derived from NOD WT mice but absent from 
those derived from NOD Tssp° (Table 1 and 2). In this case although hybridomas from 
different fusion used distinct V (Vandand D (D1 or 2) gene segments they all 
present a glutamic acid and a glycine at position 4 and 5, respectively, of their CDR3(Table 
2) In all cases, these aa were encoded by both template-independent (N) and template-
dependent (P) additions suggesting that this aa sequence was selected and favored interaction 
with the I-Ag7/S1001-15 complexes (Table S2). Hybridomas from this family had all an 
intermediate ED50 (mean±SEM= 0.22±0.05).  
 
V clonotype representation within mS1001-15 specific CD4 T cells in NOD WT and 
NOD Tssp° mice 
The study of this large panel of mS1001-15-specific T cell hybridomas revealed three 
dominant and public TCR rearrangements, one of which not found in the panel of NOD 
Tssp° derived hybridomas.  To ensure that the over-representation of these rearrangements 
did not result from some bias introduced during hybridomas generation, we estimated by real-
time PCR their representation among mS1001-15-specific CD4 T cells in NOD WT and NOD 
Tssp° mice.  For this experiment, we stimulated in vitro with the mS1001-15 peptide, CFSE-
labeled CD4 T cells isolated from individual, peptide-immunized, NOD WT or NOD Tssp° 
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mice and FACS sorted the divided cells based on CFSE dilution.  We next isolated their RNA 
and amplified the V-C segments using the corresponding V specific primers.  To estimate 
the representation of the different members of the V6b-J42*01 family among mS1001-15–
specific CD4 T cells we used a J42*01-specific primer for the real-time PCR amplification.  
In agreement with the hybridoma study, we found that this rearrangement was public, since it 
was found in all mice analyzed (Fig. 2A).  Moreover, this rearrangement was equally 
represented among mS1001-15-specific CD4 T cells from NOD WT or NOD Tssp° mice.  
Using specific primer to identify the R(V/I)ASSSFSKL clonotypes within the V21 family 
we found that, in agreement with the hybridoma study, these clonotypes were public and 
equally represented among S1001-15-specific CD4 T cells bearing a TCR using V21 gene 
segment in NOD WT or NOD Tssp° mice (Fig. 2B). Finally, as expected from the hybridoma 
study, the REDNAGAKL clonotype within the V16 family was public in NOD WT mice 
but completely absent from the repertoire of mS1001-15-specific CD4 T cell bearing a TCR 
using V16 gene segment in NOD Tssp° mice (Fig. 2C).  
 
Functional characteristics of the mS100specific CD4 T cell repertoire of NOD WT 
and NOD Tssp° mice 
The above results showed that in NOD mice, the autoreactive mS100specific CD4 T 
cell repertoire is dominated by several public V rearrangements of intermediate to low 
avidity.  This public repertoire is only moderately affected by re-enforced central tolerance as 
evidenced by the persistence of two of the three public V rearrangements in NOD Tssp° 
mice.  Given that only thymocytes expressing TCR with an affinity above a certain threshold 
are deleted in the thymus, we examined in more detail the avidity of the entire panel of NOD 
WT and NOD Tssp° hybridomas specific for mS100 by analyzing their ED50. We found 
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that the ED50 distributions were different with a shift towards high avidity for T cell 
hybridomas derived from NOD WT CD4 T cells as compared to NOD Tssp° CD4 T cells (Fig. 
3A).  As discussed above the ED50 of NOD WT hybridomas expressing the public V6b-
J42*01, V21-J50*01 and V16-J39*01 showed intermediate to low avidity defined as 
an ED50> 0.1 (Fig. 3B).  NOD Tssp° hybridomas expressing these public rearrangements 
showed a similar avidity.  Quite interestingly however 15 out of 38 (39.5%) NOD WT 
hybridomas expressing private TCR showed a relatively high avidity (ED50<0.1) while only 
3 out of 22 (13.6%) NOD Tssp° hybridomas did (Fig. 3B and Table S1).   
 
Collectively these latter results show that the private self-reactive TCR repertoire is enriched 
for high-avidity TCR that are preferentially deleted by re-enforced negative selection in the 
thymus of TSSP-deficient NOD mice.   
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Discussion 
In this study we analyzed the specific features of CD4 T cells that had escape central 
tolerance and how re-enforced negative selection may affect this self-reactive T cells.  We 
focused our attention on the TCR  and  repertoires of autoreactive CD4 T cells specific for 
the S100 Ag, a calcium-binding protein express by Schwann cells in the pancreas. A 
previous study proposed that S100 may be targeted by autoreactive T cells in the NOD 
mouse [10]. Given that this original study used bovine S100 protein it was essential to 
examine T cell reactivity to the mouse S100 protein. We clearly show that NOD WT mice 
are not tolerant to their own S100 protein and maintain a pool of CD4 T cells specific for the 
immunodominant mS1001-15 peptide. S100 is expressed by cTEC and thymic DC [2] and 
may thus induce some level of central tolerance if the Ag is appropriately presented. Deletion 
of S100-specific CD4 T cells is however clearly inefficient in NOD WT mice but could 
however shape somehow the S100-specific CD4 T cell repertoire. We further show here that 
NOD Tssp° mice were hyporesponsive to mS1001-15 peptide. Unresponsiveness was induced 
by both radio-resistant TEC and thymic DC and correlated with a significant reduction of 
hybridomas showing the highest avidity.  These latter observations are in agreement with the 
notion of affinity threshold for deletional tolerance and suggest that the lack of TSSP 
expression in thymic stromal APC favors the presentation of a self-ligand that can induce 
deletion of high-avidity S100-specific CD4 T cells.  
 
An in-depth analysis of the TCR and TCR repertoires of S100-specific CD4 T cells in 
NOD WT mice revealed several important features of this autoreactive T cell repertoire. 
Although the TCR repertoire of these S100-specific CD4 T cells was diverse, there was a 
specific bias in some TCR usage and clearly a reproducible bias for three public TCR 
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rearrangements (V6b-J42*01, V16-J39*01, V21-J50*01) with limited CDR3 
diversity.  Regarding the TCR chains, although there was an enrichment of V8.2 and V11 
gene segment usage in the panel of hybridomas, no dominant or public CDR3 sequences 
could be identified.  Bias in TCR repertoire is frequently observed for T cell specific for 
foreign Ags but, in this case, is mainly characterized by a preferential TCR V usage and 
rarely a TCR V usage (reviewed in [14], [15]).  In most cases however there are no 
preferential enrichment in T cell expressing a selected set of conserved CDR3 motifs except 
for instance in the case of I-Ek restricted CD4 T cell specific for pigeon cytochrome c [16-18]. 
Regarding autoreactive CD4 T cells that may show more restricted TCR repertoire diversity 
due to negative selection, previous studies revealed a prevalent TCR clonotype usage for 
CD4 T cells specific for glutamic acid decarboxyase 65 (GAD65) in NOD WT mice or for 
myelin basic protein-specific CD4 T cells in SJL mice yet the TCR repertoire of these 
autoreactive CD4 T cells was not characterized [19, 20]. However, a prevalent role of the 
TCR V chain in the recognition of the insulin B9-23 epitope by autoreactive CD4 T cells in 
the NOD mouse has been observed, though, the CDR3 motifs were diverse [21]. The 
repertoire of encephalogenic CD4 T cells specific for myelin oligodendrocyte glycoprotein 
(MOG) is also dominated by few clonotypes expressing restricted TCR and  
rearrangements [22]. Crystallographic studies of TCR/pMHC complexes may provide some 
explanation for these differences in TCR usage bias between T cell specific for foreign versus 
self-Ags. Indeed, while most TCR interact in a diagonal, P5-centric, orientation with foreign 
peptide-MHC complexes, self-reactive TCR show more diverse binding topologies and 
preferentially engage their CDR3 loop with the N-terminal portion of the peptide due to a P-
3 centric position (reviewed [23]). This results from preferential contact of the CDR3 
domain as compared to CDR3 domain with the peptide that is even more pronounced for 
some autoreactive TCR [23].  Structural analysis of peptide/MHC complexes also suggested 
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that featureless complexes would accommodate less TCR diversity than complexes with more 
prominent aa [24, 25].  While additional studies are clearly required to understand the reasons 
behind, our findings strongly suggest that a better focus on the TCR chain will likely bring 
decisive information on the autoreactive T cell repertoire that have escape central tolerance. 
 
Although NOD Tssp° mice showed re-enforced central tolerance to S100the TCR and 
TCR repertoires of S1001-15 CD4 T hybridomas of NOD Tssp° mice were closely related to 
that of NOD WT mice. As observed for NOD WT mice, there was no public TCR repertoire 
and, except for the V16-J39*01 rearrangement that was absent from NOD Tssp° mice, 
both V6b-J42*01 and V21-J50*01 were dominant and public. These public 
rearrangements showed intermediate to low avidity for the S1001-15 peptide (0.1<ED50<10).  
Given that these rearrangements were found in all individual NOD WT and NOD Tssp° mice 
they likely define the affinity threshold for deletion of S100-specific CD4 T cells in the 
NOD genetic background independently of the level of MHC/peptide complexes presented by 
thymic stromal cells.  Lack of TSSP expression induced however some alterations in the 
S1001-15–specific CD4 T cell population. Indeed we found that the high-avidity S1001-15 
specific CD4 T cells present in the NOD WT repertoire were deleted in the thymus of NOD 
Tssp° mice.  These high-avidity T cells mainly expressed private TCR repertoire. Given that 
the private repertoire is more likely to reflect the variation of the pre-immune repertoire of 
individual mouse [26, 27] it can be argued that thymocytes expressing these TCR likely did 
not encounter thymic stromal cells presenting their cognate ligand in the NOD WT thymus 
likely because the thymic stromal cells presenting this deleting ligand may be too scarcely 
dispersed in the medulla. Given that these high-avidity but not low to intermediate-avidity 
TCR specificities were under-represented in NOD Tssp° mice, TSSP-deficiency more likely 
increases the frequency of thymic stromal presenting sufficient levels of this deleting self-
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ligand.   
 
During an immune response, the Ag drives the preferential expansion of T cells with optimal 
fitness thus leading to dominance of a selected subset of TCRs. Such Ag driven selection 
usually favors dominance of high-affinity TCR regardless of their prevalence in the pre-
immune repertoire [28].  It was therefore surprising to find that dominant clonotypes in the 
S1001-15 CD4 T cell repertoire were mainly of low to intermediate avidities while high-
avidity T cell clones were not selectively amplified during the in vivo priming or in vitro 
restimulation.   Indeed, in most cases, only one occurrence of the corresponding high-avidity 
clonotype was found in a given fusion.  There are yet no clear explanations for this finding 
but it may result from peripheral mechanisms of tolerance.  Indeed, screening of a panel of 
insulin-reactive TCR showed that high-avidity T cells were more susceptible to regulatory T 
cell conversion [29].   Given that regulatory T cells are not significantly expended in vivo 
upon priming with adjuvant or during in vitro restimulation in the absence of IL-2, these 
regulatory cells would not generate hybridoma.  Further studies of the preimmune repertoire 
will be required to clarify this point. 
 
In conclusion, this study provides new and unexpected insights into the TCR repertoire of 
CD4 T cells specific for the S100 Ag.  Notably we show that this latter has two major 
components, a dominant and public TCR repertoire of intermediate to low avidity and a 
private TCR repertoire of relatively high avidity, the latter being impacted by re-enforced 
negative selection in the diabetes resistant NOD Tssp° mice.  Whether these observations can 
be extended to other islet-Ags remain to be determined.   
 
127 
Materials and methods 
Mice 
B6-Tssp° mice [30] were backcrossed to NOD/LtJ for 20 generations and heterozygous mice 
were intercrossed to generate NOD Tssp° and NOD WT control lines.   NODscid, and Tssp° 
NODscid have been described [9]. All experiments involving animals were performed in 
accordance with national and European regulations and the Institut National de la Santé et de 
la Recherche Médicale institutional guidelines.  Protocols were approved by the “Midi 
Pyrénées” ethical committee. 
 
Immunization and CD4 T cell proliferation assay 
Mice were immunized by sub-cutaneous (s.c.) injection into the footpad and tail base of 20 µg 
HPLC-purified (>95% purity) S100β1-15 peptide (GeneCust) or 100 µg of protein (Calbiochem) 
emulsified in CFA (Sigma-Aldrich). Ten days later, CD4 T cells were isolated from draining 
lymph nodes (LN) by negative selection as previously described [9]. 5×105 purified CD4 T 
cells were stimulated in the presence of the appropriate Ag along with 5×105 irradiated (25 
Gy) NOD splenocytes. After 3 days, the cultures were pulsed with 1 µCi/well of 
[3H]thymidine (GE Healthcare).  Results are expressed as stimulation index calculated by 
dividing the cpm obtained in the presence of Ag with that in the absence of Ag. 
 
Bone marrow chimeras 
Ten to twelve weeks old NOD and NOD Tssp° mice were irradiated (9.5 Gy) the day before 
reconstitution with 8×106 T cell-depleted NOD WT bone marrow (BM) cells mixed at a 3:1 
ratio with either NODscid, or Tssp° NODscid BM cells.  Nine to twelve weeks after 
reconstitution, chimeras were immunized by subcutaneous injection of S100β1-15 and OVA323-
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339 peptide in CFA and proliferative responses were analyzed as described above.   
 
Generation of S100β1-15 specific hybridomas 
Mice were immunized by s.c. injection into the footpad and tail base of 100 µg S100β1-15 
peptide. Ten days later, LN cells were isolated and 2×106 cells were stimulated in the 
presence of 50 µg/ml of peptide along with 1×106 irradiated NOD splenocytes. Three days 
later, living cells were isolated by gradient centrifugation and fused with BW5147α-β- HRPT-
deficient cell line.  Only hybridomas with a unique functionally rearranged TCRα and TCRβ 
chain were selected for study. 
 
FACS staining and ED 50 determination of S100β1-15 specific hybridoma  
The level of TCR and CD4 expression was analyzed for each individual hybridoma at the 
time of ED50 determination using anti-CD4 (RM4-5) and anti-TCRβ (H57-597) Ab. When 
required, the hybridomas were FACS-sorted to select population with homogenous TCR and 
CD4 staining.  5×104 hybridomas were stimulated in the presence of 4-5×105 NOD 
splenocytes and graded dose of mS100β1-15.  Twenty-four hours later, IL-2 production was 
measured using the IL2-dependent CTL.L cell line.   The ED50 was graphically determined 
as the peptide concentration giving 50% maximum response and the mean of at least 2 
independent measurements was calculated.  The coefficient of variation for individual 
measurement was below 30%. There was no correlation between the mean ED50 and level of 
TCR or CD4 expression (Fig. S2). Moreover, distinct clones expressing the same TCR 
clonotype but with different CD4 or TCR levels of expression showed a similar range of 
ED50 (Fig. S3).  Two-3 fold variations of ED50 were sometimes observed in this latter case 
and did not correlate with difference in CD4 or TCR expression level suggesting that they 
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reflect intrinsic properties of the hybridoma itself.  Therefore only log differences in ED50 
were considered as significant. 
 
TCR repertoire analysis of mS100β1-15 specific CD4 T cell hybridomas  
RNA was extracted from 106 hybridomas using the RNeasy Micro kit (QIAGEN), and cDNA 
was produced using SuperScript II enzyme (Invitrogen) according to manufacturers’ 
instructions. Vα and Vβ usage was analyzed by PCR using Cα or Cβ anti-sense and Vα or Vβ 
sense primers that allowed for the detection of 24 different Vβ and 42 different Vα grouped in 
21 families [31-33]. The TCRα and TCRβ nomenclatures were previously defined by Lee et 
al. and Wilson et al., respectively (Lee IY, 1998, unpublished; [34]) and are available at 
www.imgt.org. For CDR3 sequencing, the PCR reaction was made using Phusion™ High-
Fidelity DNA polymerase (Thermo Scientific) and the appropriate Vα or Vβ sense primers 
together with Cα or Cβ anti-sense primers, as previously described [35]. 
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Clonotype analysis 
CD4 T cells were purified from individual NOD WT or NOD Tssp° mice immunized with 
S100β1-15 peptide emulsified in CFA and labeled with 1 µM CellTrace™ CFSE Cell 
Proliferation Kit (Invitrogen).   106 CD4 T cells were stimulated in vitro with 50 µg/ml of 
mS100β1-15 and 5×105 irradiated NOD spleen cells and supplemented, after 3 d of culture, 
with 1 U/ml of murine IL2. Four days later, dividing CD4 T cells were FACS sorted based on 
CFSE dilution and CD4 staining using FACS Aria II (BD Biosciences). A 30 cycles RT-PCR 
was performed as described above using Vα6b, Vα16 or Vα21 sense and Cα antisense primer. 
The PCR products were then purified using QIAquick PCR Purification Kit (QIAGEN) and 
used as DNA matrix for real-time PCR analysis using a Cα-specific TaqMan probe (5’-
CCTCTGCCTGTTCACCGA-3’), sense primers specific for Jα42*01 (5'-
CAAAGCTAACCTTCGGGAAA-3'), for the Vα16 clonotype REDNAGAKL (5'-
ATGAGAGAGGATAATGCAGGTG-3') or the Vα21 clonotype RVASSSFSKL (5'-
TAGCATCCTCCTCCTTCAGC-3') and Cα antisense primer. 
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Figure legends 
Figure 1: NOD Tssp° mice are hyporesponsive to S100due to central tolerance. 
A-D) NOD WT (WT) and NOD Tssp° (KO) mice were immunized s.c. with A-C) bS100β 
protein or D) mS100β1-15 peptide emulsified in CFA. 10 days later, CD4 T cells were isolated 
from the draining LN and restimulated in vitro with graded concentrations of bS100β protein 
(A, B) or the indicated peptide (C, D) together with NOD WT spleen APCs. A) The mean 
proliferative response of 2 NOD WT and 3 NOD Tssp° to graded concentration of bS100β is 
expressed dCPM corresponding to the mean CPM value with Ag minus that without Ag. One 
representative experiment of 7 performed. B, D) The proliferative response is expressed as 
stimulation index. Each symbol corresponds to one individual mouse, tested in a total of at 
least 3 experiments. The black lines correspond to the mean value. WT and KO groups were 
compared by Mann-Whitney test. *, p < 0.05. C) The in vitro recall response to 50µg/ml of 
the indicated mS100 peptides is presented as mean stimulation index ± S.E.M. of 4 
independent experiments, involving each a group of 2 mice. Significant proliferative 
responses (SI>2) were determined by one-tail t-test and are indicated (*, p<0.05).  E) NOD 
WT (host WT) or NOD Tssp° (host KO) mice were lethally irradiated before reconstitution 
with a 3:1 mix of NOD WT BM cells together with either NODscid (BM WT) or Tssp° 
NODscid (BM KO) BM cells. 9–12 weeks after reconstitution, chimeras were immunized 
with mS100β1-15 and OVA323-339 peptides, and 9 days later, their CD4 T cell proliferative 
response to WT APC pulsed with 50 µg/ml mS100β1-15 peptide (left panel) or OVA323-339 
(right panel) was analyzed. The proliferative response is expressed as stimulation index. Each 
symbol corresponds to one individual chimera. Horizontal bars represent the mean value. The 
different groups of chimeras were compared using Mann-Whitney test and significant p 
values are indicated. *, p < 0.05. **, p<0.01. 
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Figure 2: V clonotypes representation within mS1001-15 specific CD4 T cells 
CD4 T cells isolated from individual mS100β1-15-primed NOD WT (WT) or NOD Tssp° (KO) 
mice were CFSE labeled and stimulated with mS100β1-15 peptide in the presence of irradiated 
splenocytes. After 7 days of culture, divided CD4 T cells were FACS sorted before RNA 
extraction and retro-transcription into cDNA. PCR amplifications were performed using Cα 
antisense and A) Vα6b, B) Vα21 and C) Vα16 sense primers for 30 cycles. Distribution of the 
J42.01 gene segments (A) or the indicated clonotype (B and C) was subsequently 
determined by real-time PCR as described in the material and methods section. Percentages of 
each clonotype among A) Vα6b, B) Vα21 and C) Vα16 chains are displayed. Each symbol 
corresponds to one individual mouse. Horizontal bars represent the mean value.  WT and KO 
groups were compared by Mann-Whitney test and significant p-values are shown. **, P < 
0.01.  
 
Figure 3: Functional avidity of mS1001-15-specific CD4 T cell hybridomas 
The ED50 of mS100β1-15 was determined for each NOD WT (WT, n=65) and NOD Tssp° (KO, 
n=42) hybridomas as described in the material and methods section.  A) The indicated ED50 
intervals were defined and the frequency of hybridomas with an ED50 within each interval is 
displayed. Chi-square test shows that the ED50 distributions of WT and KO hybridomas are 
significantly different with a p-value<0.05. B) Same results as in A except that the different 
NOD WT (WT) or NOD Tssp° (KO) hybridomas expressing the indicated public V 
rearrangements or a private TCR were grouped.  Difference in the distribution of WT and 
KO hybridomas was determined by Kolmogorov-Smirnov test and significant p-values are 
indicated. *, p<0.05. 
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Table 1:  Public TCRα chain expressed by mS100β1-15-specific CD4 T cells  
 
    NOD WT   NOD Tssp° 
Vα 
usage 
Jα 
usage 
CDR3α 
size (aa) 
CDR3αa 
  #1b) 
n=22c) 
#5 
n=15 
#6 
n=28 
% 
 Totald) 
  #1 
n=14 
#5 
n=22 
#6 
n=6 
%  
Total     
V6b 42*01 10 
A P S G G S N A K L     1 2 
23,1% 
  2 4 2 
38,1% 
- N - - - - - - - -       1         
- - L - - - - - - -       1         
V - - - - - - - - -       4     1 1 
V S - - - - - - - -   1   2   1 3   
V G - - - - - - - -     1           
V N - - - - - - - -     2           
E G - - - - - - - -             2   
V21 50*01 10 
R V A S S S F S K L   2   2 
9,2% 
  3   1 
9,5% - - G - - - - - - -   1             
- I - - - - - - - -       1         
V16 39*01 9 
R E D N A G A K L     3   2 
9,2% 
        
0,0% 
- N N - - - - - -       1           
 
 
a) CDR3a amino acid sequence 
b) Fusion number 
c) n = Total number of S100β1-15-specific hybridomas analyzed in the corresponding fusion. 
d) Frequency of the given family among all generated hybridomas. 
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Table 2: Specific features of public TCRαβ repertoire of S1001-15 specific CD4 T cells 
 
Family Namea) Vα Jα CDR3α   Vβ Dβ Jβ CDR3β   ED50b) 
Vα6b 
6W29 6b 42*01 ANSGGSNAKL   8.2 2 2-4*01 GLGGQNTL   2 
6W05 6b 42*01 APSGGSNAKL   8.2 2 2-4*01 GLGGQNTL   2 
6W21 6b 42*01 APSGGSNAKL   8.2 2 2-4*01 GLGGQNTL   2 
5K09 6b 42*01 APSGGSNAKL   8.2 2 2-4*01 GLGGQNTL   0.85 
5K22 6b 42*01 APSGGSNAKL   8.2 2 2-4*01 GLGGQNTL   0.75 
5K31 6b 42*01 APSGGSNAKL   8.2 2 2-4*01 GLGGQNTL   1.65 
1K09 6b 42*01 APSGGSNAKL   8.2 2 2-4*01 GVGGENTL   2 
5W09 6b 42*01 APSGGSNAKL   7 1 1-1*01 SLSGTGEV   3 
1K04 6b 42*01 APSGGSNAKL   8.2 2 1-4*02 AGSSNERL   2.5 
5K14 6b 42*01 APSGGSNAKL   8.2 NDc) 1-2*01 GVTNSDY   0.5 
6K03 6b 42*01 APSGGSNAKL   8.2 ND 1-5*01 GAGQAP   3 
6K08 6b 42*01 APSGGSNAKL   8.2 ND 1-5*01 GAGQAP   1 
6W22 6b 42*01 APLGGSNAKL   8.2 1 2-1*01 GVPGNAEQ   2 
5K15 6b 42*01 EGSGGSNAKL   8.2 ND 1-1*01 GVANTEV   0.55 
5K26 6b 42*01 EGSGGSNAKL   8.2 ND 1-1*01 GVANTEV   0.3 
6W52 6b 42*01 VPSGGSNAKL   8.2 2 2-7*01 GLGGLYEQ   3 
6W16 6b 42*01 VPSGGSNAKL   8.2 2 1-5*01 GTPNSPL   3 
6W64 6b 42*01 VPSGGSNAKL   8.2 2 1-6*01 GTPNSPL   1.5 
6W13 6b 42*01 VPSGGSNAKL   16 ND 2-5*01 SLARLQDTQ   2 
5K02 6b 42*01 VPSGGSNAKL   8.2 2 2-1*01 GLGGLAEQ   1.95 
6K01 6b 42*01 VPSGGSNAKL   8.2 2 2-1*01 GLGGLAEQ   1 
1W03 6b 42*01 VSSGGSNAKL   8.2 2 2-1*01 GLGGHAEQ   0.5 
6W06 6b 42*01 VSSGGSNAKL   8.2 2 2-1*01 GLGGHAEQ   0.05 
6W19 6b 42*01 VSSGGSNAKL   8.2 2 2-1*01 GLGGHAEQ   0.09 
1K17 6b 42*01 VSSGGSNAKL   8.2 2 2-5*01 ALGGQNTL   0.5 
5K06 6b 42*01 VSSGGSNAKL   7 2 1-1*01 SLGGGTEV   1.35 
5K08 6b 42*01 VSSGGSNAKL   7 2 1-1*01 SLGGGTEV   0.425 
5K16 6b 42*01 VSSGGSNAKL   7 2 1-1*01 SLGGGTEV   0.55 
5W32 6b 42*01 VGSGGSNAKL   8.2 2 2-3*01 GTGGALAETL   2.95 
5W02 6b 42*01 VNSGGSNAKL   8.2 2 1-1*01 GHPNTEV   2.5 
5W31 6b 42*01 VNSGGSNAKL   8.2 ND 1-4*01 GFPHERL   2.7 
Vα21 
1W16 21 50*01 RVASSSFSKL   11 ND 1-1*01 SFGTEV   0.05 
6W02 21 50*01 RVASSSFSKL   11 ND 1-1*01 SFGTEV   0.3 
1W20 21 50*01 RVASSSFSKL   11 ND 1-1*01 SSGTEV   0.05 
6K05 21 50*01 RVASSSFSKL   11 ND 2-3*01 SLGETL   0.03 
1K02 21 50*01 RVASSSFSKL   11 ND 2-3*01 SLGETL   0.065 
1K05 21 50*01 RVASSSFSKL   11 ND 2-3*01 SLGETL   0.04 
6W27 21 50*01 RVASSSFSKL   11 ND 1-1*01 SLGVEV   0.09 
1K23 21 50*01 RVASSSFSKL   11 ND 1-1*01 SSGAEV   0.1 
6W26 21 50*01 RIASSSFSKL   11 ND 1-4*01 SSGERL   0.15 
1W17 21 50*01 RVGTSSFSKL   11 ND 2-3*01 SSAETL   0.0025 
Vα16 
1W06 16 39*01 REDNAGAKL   16 1 2-5*01 SVQEGQDTQ   0.35 
1W08 16 39*01 REDNAGAKL   16 1 2-5*01 SVQEGQDTQ   0.4 
1W14 16 39*01 REDNAGAKL   16 1 2-5*01 SVQEGQDTQ   0.0825 
6W04 16 39*01 REDNAGAKL   11 2 2-5*01 SWGEGQDTQ   0.2 
6W53 16 39*01 REDNAGAKL   11 2 2-5*01 SWGEGQDTQ   0.15 
5W26 16 39*01 RNNNAGAKL   11 ND 2-5*01 SLDEGQDTQ   0.14 
a) Name of individual hybridoma: fusion number, followed by strain of origin (W=WT; 
K=KO) and clone number. 
b) ED50: Effective dose 50 of S100β1-15 peptide expressed as µg/ml. 
c) ND: Not Determinable  
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Supplemental Figure Legends 
 
Supplemental Figure 1:  Features of mS1001-15-specific CD4 T cell hybridomas 
The specific features of 65 NOD WT (open symbols) and 42 NOD Tssp° (closed symbols) 
CD4 T cell hybridomas specific for mS1001-15 obtained in three independent fusion were 
analyzed. A, B) Vα and Vβ usage of each hybridoma was determined by RT-PCR and the 
frequencies of hybridomas expressing a given Vβ (A) and Vα (B) are displayed.  NOD WT 
and NOD Tssp° groups were compared by Chi-square test and significant difference were 
only obtained for B) with a p-value < 0.05. C, D) The CDR3 region of the different 
hybridomas were sequenced and the frequencies of hybridomas with a given CDR3α and 
CDR3β size (C) and electric charge (D) are displayed. Chi-square test show that NOD WT 
and NOD Tssp° groups are not significantly different. 
 
Supplemental Figure 2: The variation of the avidity of S100β-specific CD4 T cell 
hybridomas is not directly related to CD4 or TCR expression levels.  
The median effective dose (ED50) of mS100β1-15 was determined for each NOD WT (WT, 
n=65) and NOD Tssp° (KO, n=42) hybridoma as described in the material and method 
section.  The TCRβ (A) and CD4 (B) expression levels by mS100β1-15-specific hybridomas 
were analyzed by flow cytometry. Geometric Mean of Fluorescence Intensity was determined 
for each marker and each hybridoma and is plotted against the ED50 of the corresponding 
hybridomas. Each symbol corresponds to one individual hybridoma derived from NOD WT 
(closed symbols) or NOD Tssp° (open symbols) mice.  
  
Supplemental Figure 3: CD4 and TCR expression levels by hybridomas expressing given 
clonotypes 
Same as supplemental Figure 2 except that only a subset of hybridomas expressing the 
indicated CDR3α and CDR3β sequences were selected.  Each symbol corresponds to one 
individual hybridoma derived from NOD WT (closed symbols) or NOD Tssp° (open 
symbols) mice.  
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Supplemental Table I: Specific features of private TCRαβ repertoire of S100β1-15 specific 
CD4 T cells 
 
 
a) name of individual hybridoma: fusion number, followed by strain of origin (W=WT; 
K=KO) and clone number. 
b) ED50 Effective dose 50 of S100β1-15 peptide expressed as µg/ml. 
ND : Not Determinable 
Identical CDR3 aa sequences are colored yellow  
Name
a)
Vα Jα CDR3α Vβ Dβ Jβ CDR3β ED50
b)
Name Vα Jα CDR3α Vβ Dβ Jβ CDR3β ED50
(µg/ml) (µg/ml)
5W10 13 58*01 ERGKQQGTGSKL 2 ND c)1-1*01 SEPNTEV 2.95 5K19 13 58*01 ERGKQQGTGSKL 2 ND 1-1*01 SEPNTEV 2.5
5W04 13 58*01 ERGKQQGTGSKL 2 ND 1-1*01 SEPNTEV 2.9 5K18 12 44*01 ITGSGGKL 6 1 1-4*01 SMVPGANERL 3
5W06 6a 28*01 SRLPGTGSNRL 1 2 2-3*01 SQGPGVGAETL 2.9 5K17 21 48*01 RPSNYGNEKI 8.2 2 2-3*01 GGGAGAETL 3
5W14 10 49*01 SKNTGYQNF 2 ND 1-6*01 SAPGQISYNSPL 2.85 5K25 6b 40*01 RSNTGNYKY 6 1 1-4*01 SMVPGANERL 2.75
5W15 6b 31*02 GGNNNRI 1 2 2-4*01 SPRDWGNSQNTL 2.5 5K32 21 53*01 RGGGSNYKL 8.2 2 2-1*01 GTSDWGYAEQ 2.5
5W18 6b 31*02 GGNNNRI 1 2 2-4*01 SPRDWGNSQNTL 2.4 1K10 9 45*01 SGNTGGADRL 8.1 1 1-1*01 SHRNTEV 2.15
5W19 8 50*01 ERPSSSFSKL 8.2 2 2-5*01 GDWGGDQDTQ 2.4 5K30 7 24*01 SSTTASLGKL 6 2 2-7*01 SIANWGYEQ 2
1W19 8 34*01 AQSSNTDKV 8.2 2 2-3*01 GVLGVSAETL 2 6K07 9 23*01 RNYNQGKL 1 2 2-7*01 SQTSLGNSYEQ 1.5
6W08 9 40*01 ENTGNYKY 1 1 2-2*01 SLQGNTGQL 2 5K11 4  4*02 ELMLSGSFNKL 8.3 ND 1-1*01 TRSTNTEV 1
6W30 3 17*01 SGSAGNKL 9 2 2-1*01 SRSWGVYAEQ 2 6K04 9 50*01 SVIASSSFSKL 11 1 1-2*01 SSGQGDSDY 0.7
6W20 13 34*01 SRSSNTDKV 8.2 ND 1-4*01 GDAGISNERL 2 5K23 17 57*01 EGLLNQGGSAKL 6 ND 1-3*01 SIISGNTL 0.45
1W33 4 52*01 PTGANTGKL 8.2 2 2-1*01 GDASGVYAEQ 2 1K24 4 37*01 ETAGNTRKL 2 1 1-1*01 GGQNTEV 0.4
6W01 6b 24*01 SLTTASLGKL 6 2 2-1*01 STSDWSYAEQ 1.9 1K14 5 27*01 SETNTGKL 8.1 1 1-3*01 SDMRANSGNTL 0.4
6W32 10 49*01 QATGYQNF 6 2 2-1*01 STSDWSYAEQ 1.5 1K01 12 39*01 SPLMNNNAGAKL 11 ND 1-2*01 SLDPANSD 0.4
1W07 17 50*01 GFIASSSFSKL 11 ND 2-4*01 SLGNTL 0.5 1K16 12 39*01 SPLMNNNAGAKL 11 ND 1-2*01 SLDPANSD 0.4
5W11 7 18*01 SPWGSALGRL 6 2 2-5*01 SRLGIQDTQ 0.26 5K13 6b 53*01 VASGGSNYKL 8.2 2 2-1*01 GVGGVAEQ 0.325
1W36 6a 56*01 TPSTGGNNKL 11 ND 2-1*01 SLPGNYAEQ 0.155 1K21 8 23*01 DPNYNQGKL 11 1 1-4*02 SFEGTNERL 0.25
1W31 17 45*02 EGQTGGADRL 8.2 1 1-4*02 GERGHNERL 0.3 1K06 9 53*01 SADSGGSNYKL 11 2 2-7*01 SLGAGVEQ 0.25
1W04 17 45*02 EGQTGGADRL 8.2 1 1-4*02 GERGDNERL 0.3 1K13 7 39*01 SGGNNNAGAKL 8.2 2 2-5*01 GDRGNQDTQ 0.25
1W26 17 45*02 EGQTGGADRL 8.2 1 1-4*02 GERGDNERL 0.275 5K04 9 32*02 SLNYGGSGNKL 2 1 1-3*01 SDGTDSGNT 0.045
1W28 17 45*02 EGQTGGADRL 8.2 1 1-4*02 GERGDNERL 0.175 5K28 13 44*02 EHRTGSGGKL 16 2 2-3*01 SPDWGSAETL 0.0165
1W34 17 45*02 EGQTGGADRL 8.2 1 1-4*02 GERGDNERL 0.165 5K07 14 43*02 SHNNNNAP 1 1 1-1*01 SHQGDTEV 0.0055
1W24 17 45*02 EGQTGGADRL 8.2 1 1-4*02 GERGDNERL 0.1
1W10 12 18*01 SADRGSALGRL 11 ND 2-5*01 SLQDTQ 0.075
1W22 9 43*02 SGSNNNNAP 16 2 2-7*01 SQTGGGYEQ 0.07
1W21 9 23*01 SANYNQGKL 11 2 2-7*01 SLTGTGGYEQ 0.05
5W24 6a 34*01 SGHSSNTDKV 8.2 1 2-1*01 GGGQYAEQ 0.021
6W60 6a 27*01 SETNTGKL 8.2 1 2-5*01 GGQGADTQ 0.015
5W07 6a 32*02 GMNYGGSGNKL 14 1 2-7*01 SGTGTYEQ 0.012
6W39 6a 53*01 AGGGGSNYKL 15 2 2-1*01 RDHGGLAEQ 0.025
6W23 6a 53*01 AGGGGSNYKL 15 2 2-1*01 RDHGGLAEQ 0.02
6W11 6a 53*01 AGGGGSNYKL 15 2 2-1*01 RDHGGLAEQ 0.009
6W03 6a 53*01 AGGGGSNYKL 16 ND 2-2*01 SSNTGQL 0.01
6W24 7 43*01 SRNNNNAP 6 2 2-4*01 SIPGGATL 0.03
6W25 7 43*01 SRNNNNAP 6 2 2-4*01 SIPGGATL 0.02
6W10 7 43*01 SRNNNNAP 6 2 2-4*01 SIPGGATL 0.005
1W15 4 27*01 DNTNTGKL 2 1 2-5*01 GQKINQDTQ 0.00375
1W01 13 31*02 EDNNNRI 11 2 2-7*01 SLVGYEQ 0.0025
WT KO
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Supplemental Table II: CDR3 nucleotide sequence of TCRα and TCRβ chains of Vα6b, 
Vα21 and Vα16 family members 
 
 
 
 
Color code: V, D and J gene segments are colored red, green and blue, respectively. 
a) CDR3α and b) CDR3β aa and corresponding nucleotide sequence are shown 
N or P additions are underlined as well as the corresponding aa 
  
Family Name
6W29 ANSGGSNAKL gcg aat tct gga gga agc aat gca aag cta GLGGQNTL gga ctg ggc ggt caa aac acc ttg
6W05 APSGGSNAKL gcc cct tct gga gga agc aat gca aag cta GLGGQNTL gga ctg ggc ggt caa aac acc ttg
6W21 APSGGSNAKL gcc cct tct gga gga agc aat gca aag cta GLGGQNTL gga ctg ggc ggt caa aac acc ttg
5K09 APSGGSNAKL gcc ccg tct gga gga agc aat gca aag cta GLGGQNTL ggt ctg ggg ggt caa aac acc ttg
5K22 APSGGSNAKL gcc ccg tct gga gga agc aat gca aag cta GLGGQNTL ggt ctg ggg ggt caa aac acc ttg
5K31 APSGGSNAKL gcc ccg tct gga gga agc aat gca aag cta GLGGQNTL ggt ctg ggg ggt caa aac acc ttg
1K09 APSGGSNAKL gcc ccc tct gga gga agc aat gca aag cta GVGGENTL ggt gtc ggt ggg gaa aac acc ttg
5W09 APSGGSNAKL gcc cct tct gga gga agc aat gca aag cta SLSGTGEV agt tta tcc ggg aca ggg gaa gtc
1K04 APSGGSNAKL gct ccc tct gga gga agc aat gca aag cta AGSSNERL gct ggg agt tcc aac gaa aga tta
5K14 APSGGSNAKL gcc cct tct gga gga agc aat gca aag cta GVTNSDY ggt gta aca aac tcc gac tac
6K03 APSGGSNAKL gcc cct tct gga gga agc aat gca aag cta GAGQAP ggt gcc ggg cag gct ccg
6K08 APSGGSNAKL gcc cct tct gga gga agc aat gca aag cta GAGQAP ggt gcc ggg cag gct ccg
6W22 APLGGSNAKL gcc cct ttg gga gga agc aat gca aag cta GVPGNAEQ ggt gtc cct ggt aat gct gag cag
5K15 EGSGGSNAKL gag ggg tct gga gga agc aat gca aag cta GVANTEV ggt gtc gca aac aca gaa gtc
5K26 EGSGGSNAKL gag ggg tct gga gga agc aat gca aag cta GVANTEV ggt gtc gca aac aca gaa gtc
6W52 VPSGGSNAKL gtg cct tct gga gga agc aat gca aag cta GLGGLYEQ ggt ctg ggg ggg ctc tat gaa cag
6W16 VPSGGSNAKL gtg cct tct gga gga agc aat gca aag cta GTPNSPL ggt acc ccc aat tcg ccc ctc
6W64 VPSGGSNAKL gtg cct tct gga gga agc aat gca aag cta GTPNSPL ggt acc ccc aat tcg ccc ctc
6W13 VPSGGSNAKL gtg cct tct gga gga agc aat gca aag cta SLARLQDTQ agc tta gcc agg ctc caa gac acc cag
5K02 VPSGGSNAKL gtc cct tct gga gga agc aat gca aag cta GLGGLAEQ gga ctg ggg ggg ctt gct gag cag
6K01 VPSGGSNAKL gtc ccc tct gga gga agc aat gca aag cta GLGGLAEQ ggt ctg ggg ggg ctt gct gag cag
1W03 VSSGGSNAKL gtt tct tct gga gga agc aat gca aag cta GLGGHAEQ ggg ctg ggg ggc cat gct gag cag
6W06 VSSGGSNAKL gtt tct tct gga gga agc aat gca aag cta GLGGHAEQ ggg ctg ggg ggc cat gct gag cag
6W19 VSSGGSNAKL gtc tct tct gga gga agc aat gca aag cta GLGGHAEQ ggg ctg ggg ggc cat gct gag cag
1K17 VSSGGSNAKL gtt tct tct gga gga agc aat gca aag cta ALGGQNTL gcc ctg ggg ggt caa aac acc ttg
5K06 VSSGGSNAKL gtc tct tct gga gga agc aat gca aag cta SLGGGTEV agt ttg ggg gga ggc aca gaa gtc
5K08 VSSGGSNAKL gtc tct tct gga gga agc aat gca aag cta SLGGGTEV agt ttg ggg gga ggc aca gaa gtc
5K16 VSSGGSNAKL gtc tct tct gga gga agc aat gca aag cta SLGGGTEV agt ttg ggg gga ggc aca gaa gtc
5W32 VGSGGSNAKL gtt ggt tct gga gga agc aat gca aag cta GTGGALAETL ggc act ggg ggg gcg ctt gca gaa acg ctg
5W02 VNSGGSNAKL gtt aat tct gga gga agc aat gca aag cta GHPNTEV ggt cat cca aac aca gaa gtc
5W31 VNSGGSNAKL gtt aat tct gga gga agc aat gca aag cta GFPHERL ggt ttc ccc cac gaa aga tta
1W16 RVASSSFSKL aga gta gca tcc tcc tcc ttc agc aag ctg SFGTEV agc ttc ggg aca gaa gtc
6W02 RVASSSFSKL aga gta gca tcc tcc tcc ttc agc aag ctg SFGTEV agc ttc ggg aca gaa gtc
1W20 RVASSSFSKL aga gta gca tcc tcc tcc ttc agc aag ctg SSGTEV agc tcg ggg aca gaa gtc
6K05 RVASSSFSKL aga gta gca tcc tcc tcc ttc agc aag ctg SLGETL agc tta ggc gaa acg ctg
1K02 RVASSSFSKL aga gta gca tcc tcc tcc ttc agc aag ctg SLGETL agc tta ggc gaa acg ctg
1K05 RVASSSFSKL aga gta gca tcc tcc tcc ttc agc aag ctg SLGETL agc tta ggc gaa acg ctg
6W27 RVASSSFSKL aga gta gcc tcc tcc tcc ttc agc aag ctg SLGVEV agc tta ggg gtc gaa gtc
1K23 RVASSSFSKL aga gta gcc tcc tcc tcc ttc agc aag ctg SSGAEV agc tcc ggt gca gaa gtc
6W26 RIASSSFSKL aga ata gca tcc tcc tcc ttc agc aag ctg SSGERL agt agc ggc gaa aga tta
1W17 RVGTSSFSKL aga gta ggg acc tcc tcc ttc agc aag ctg SSAETL agc agt gca gaa acg ctg
1W06 REDNAGAKL aga gag gat aat gca ggt gcc aag ctc SVQEGQDTQ agc gta cag gag ggc caa gac acc cag
1W08 REDNAGAKL aga gag gat aat gca ggt gcc aag ctc SVQEGQDTQ agc gta cag gag ggc caa gac acc cag
1W14 REDNAGAKL aga gag gat aat gca ggt gcc aag ctc SVQEGQDTQ agc gta cag gag ggc caa gac acc cag
6W04 REDNAGAKL aga gaa gat aat gca ggt gcc aag ctc SWGEGQDTQ agc tgg ggg gag ggc caa gac acc cag
6W53 REDNAGAKL aga gaa gat aat gca ggt gcc aag ctc SWGEGQDTQ agc tgg ggg gag ggc caa gac acc cag
5W26 RNNNAGAKL agg aat aat aat gca ggt gcc aag ctc SLDEGQDTQ agc tta gat gaa ggg caa gac acc cag
Vα6b
Vα21
Vα16
CDR3α
a)
CDR3β
b)
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Impact de la déficience en TSSP sur le développement du répertoire T 
CD4 autoréactif spécifique de S100β chez la souris NOD Tssp° 
résistante au diabète de type 1 
 
Résumé des travaux et données complémentaires 
 
L’étude présentée précédemment visait à analyser l’impact de la déficience en TSSP sur 
le développement du répertoire T CD4 autoréactif chez la souris NOD. L’analyse 
comparative de la réponse des souris NOD et NOD Tssp° à divers antigènes associés au 
DT1, montre que, contrairement aux souris NOD, les souris NOD Tssp° sont 
partiellement tolérantes à la protéine S100β, un antigène soupçonné de participer à 
l’initiation du DT1. Les souris NOD Tssp° sont aussi partiellement tolérantes à l’épitope 
immunodominant, S100β1-15, qui est commun aux deux souches. Cette tolérance est 
induite dans le thymus à la fois par les TEC et par les DC thymique. 
 
Nous avons voulu déterminer quelles étaient les particularités du répertoire 
autoréactif T CD4 spécifique de S100β. Les souris NOD Tssp° semblent avoir des 
mécanismes de tolérance plus efficace que les souris sauvages. Nous avons voulu 
évaluer comment un renforcement de la tolérance envers un antigène du soi peut 
modifier ce répertoire. Pour cela, nous avons dérivé un grand nombre d’hybridomes T 
CD4 spécifiques de S100β1-15 après immunisation de souris NOD et NOD Tssp° avec le 
peptide correspondant. Bien que le répertoire TCRαβ exprimé par ces hybridomes soit 
relativement divers, trois réarrangements publics de relativement faible avidité pour 
l’antigène dominent les répertoires avec un biais vers une forte conservation des 
séquences CDR3α. A l’exception d’un réarrangement, ce répertoire public est fortement 
conservé entre les deux souches de souris. Inversement, les cellules de forte avidité 
pour S100β1-15 exprimant un répertoire privé sont présentent dans le répertoire NOD 
mais quasi-absente du répertoire NOD Tssp°. Ainsi, l’augmentation de la tolérance 
centrale chez les souris NOD Tssp° entraîne la délétion de LT CD4 spécifiques de 
S100β1-15 exprimant un répertoire TCR privé de forte avidité pour l’antigène. Au cours 
de cette étude, nous n’avons pas utilisé de tétramère I-Ag7:S100β1-15 Bien qu’étant 
largement répandue de nos jours et ayant même été utilisée dans les travaux du groupe 
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de Kappler, des travaux du groupe de Evavold suggèrent qu’une proportion importante 
de cellules T CD4 de faible affinité pour un antigène donné ne seraient pas marquée par 
un tétramère pCMH-II spécifique (Crawford et al., 2011; Sabatino et al., 2011; Stadinski 
et al., 2010b). De plus, étant données la faible capacité du CMH-II I-Ag7 à lier des 
peptides et la possible existence de plusieurs registre de liaison du peptide S100β1-15 
dans le contexte de ce CMH-II, l’utilisation d’un tétramère I-Ag7:S100β1-15 aurait pu 
conduire à l’apparition d’artefact ou à une moindre sensibilité de nos analyses. 
 
Les thymocytes exprimant les TCR 1W01 ou 1W31 se développent normalement 
chez des souris déficientes en TSSP 
 
Afin d’analyser plus précisément le développement de LT CD4 exprimant un TCR 
spécifique de S100β1-15, nous avons généré des souris rétrogéniques pour deux TCR 
exprimés parmi le répertoire privé des souris NOD WT, 1W01 et 1W31 (voir table S1 
de l’article) qui sont respectivement de forte et de faible avidité pour S100β1-15 (Holst 
et al., 2006; Viret et al., 2012). Brièvement, à partir d’ARN extrait des hybridomes 
correspondant, nous avons généré un plasmide codant pour les chaînes α et β 
réarrangées du TCR. Ce plasmide a été utilisé pour produire un vecteur rétroviral afin 
de transduire des cellules souches hématopoïétiques (CSH) isolées de souris NOD 
déficiente en RAG et qui ne peuvent donc pas réarranger les chaînes du TCR dans le 
thymus. Ces cellules ont été injectées à des souris NOD Tssp° et WT portant une 
mutation dans la partie constante de la chaîne α du TCR (Cα°) irradiées létalement (900 
rad) conjointement avec de la moelle osseuse isolée de souris NOD SCID Tssp° ou NOD 
SCID WT qui fournira des APC hématopoïétiques dans le thymus. Ainsi, dans ces souris, 
le TCR qui peut être exprimé est celui transduit dans les CSH. Le développement de 
thymocytes exprimant le TCR d’intérêt dans le thymus a été analysé par cytométrie en 
flux 6 à 8 semaines après reconstitution. Le TCR 1W01 est associé à un hybridome de 
forte avidité pour S100β1-15 appartenant au répertoire privé des souris NOD WT. 
Sachant que le répertoire privé de haute avidité est fortement réduit dans les 
hybridomes de souris NOD Tssp°, ce TCR pourrait potentiellement être éliminé dans le 
thymus de ces souris. Le TCR 1W31 appartient également au répertoire privé des 
souris NOD WT mais il est associé à un hybridome de faible avidité. Le répertoire privé 
sauvage comporte également un second TCR qui diffère de seulement un acide aminé 
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dans la région CDR3β. Ces TCR sont surreprésentés dans le répertoire privé des 
hybridomes de souris NOD WT résultant probablement de l’expansion de deux clones 
dans une seule fusion. Dans un premier temps, nous avons voulu déterminer si les 
thymocytes exprimant ces TCR se développaient de façon équivalente en présence ou 
non de TSSP. Les cellules exprimant le TCR 1W01 ou le TCR 1W31 se développent de 
façon équivalente dans le thymus des souris sauvages et déficientes en TSSP (Figures 
19 et 20). Les populations DP et SP CD4 sont équivalente en termes de fréquence, de 
nombre absolu et de niveau d’expression du TCR. Ces résultats ne sont pas surprenant 
dans la mesure où ces TCR proviennent du répertoire privé des souris NOD WT. Bien 
que la taille du répertoire privé de haute avidité spécifique de S100β1-15 soit 
drastiquement réduite chez les souris NOD Tssp° (13,6% du répertoire privé total chez 
les souris NOD Tssp° contre 42,1% chez les souris NOD WT), quelques TCR de haute 
avidité se développent tout de même. Par définition, le répertoire T privé est spécifique 
à chaque souris. Etant donné le caractère privé des TCR analysés, il est possible que 
bien que nous ne les ayons pas identifiés dans nos différentes campagnes d’hybridomes 
NOD Tssp°, ceux-ci soient tout à fait capables de se développer chez ces souris. 
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Figure 19 : Développement normal de thymocytes exprimant le TCR 1W01 dans 
le thymus des souris déficientes pour TSSP. 
Des souris rétrogéniques pour le TCR 1W01 ont été générée par co-injection de CSH 
rétrotransduite (CSHrg) avec une moelle osseuse de souris NOD SCID WT ou NOD SCID 
Tssp° dans des receveurs NOD Cα° WT ou NOD Cα° Tssp° respectivement. Deux 
groupes de souris ont été générés, WT (CSHrg + NOD SCID WT -> NOD Cα° WT) et KO 
(CSHrg + NOD SCID Tssp° -> NOD Cα° Tssp°). A) les profils d’expression des molécules 
CD4 et CD8 ainsi que le niveau d’expression de la chaîne β du TCR à la surface des DP et 
des SP CD4 est montré pour une souris représentative de chaque groupe. Le contrôle 
négatif correspond aux DP de la même souris sans marquage TCRβ. B) La fréquence et 
le nombre absolu des populations DP et SP CD4 sont montrés. Les erreurs standards de 
la moyenne sont montrées. Les données ont été analysées par un test de Mann-Whitney 
bilatéral. Aucune différence significative n’a été observée. Les données présentées sont 
le bilan de 3 expériences indépendantes pour un total de 6 souris WT et 8 souris KO 
traitées individuellement. 
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Figure 20 : Développement normal de thymocytes exprimant le TCR 1W31 dans 
le thymus des souris déficientes pour TSSP. 
Des souris rétrogéniques pour le TCR 1W31 ont été générée par co-injection de CSH 
rétrotransduite (CSHrg) avec une moelle osseuse de souris NOD SCID WT ou NOD SCID 
Tssp° dans des receveurs NOD Cα° WT ou NOD Cα° Tssp° respectivement. Deux 
groupes de souris ont été générés, WT (CSHrg + NOD SCID WT -> NOD Cα° WT) et KO 
(CSHrg + NOD SCID Tssp° -> NOD Cα° Tssp°). A) les profils d’expression des molécules 
CD4 et CD8 ainsi que le niveau d’expression de la chaîne β du TCR à la surface des DP et 
des SP CD4 est montré pour une souris représentative de chaque groupe. Le contrôle 
négatif correspond aux DP de la même souris sans marquage TCRβ. B) La fréquence et 
le nombre absolu des populations DP et SP CD4 sont montrés. Les erreurs standards de 
la moyenne sont montrées. Les données ont été analysées par un test de Mann-Whitney 
bilatéral. Aucune différence significative n’a été observée. Les données présentées sont 
le bilan de 3 expériences indépendantes pour un total de 9 souris WT et 9 souris KO 
traitées individuellement.  
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Comme décrit en introduction les LT autospécifiques qui échappent à la sélection 
négative peuvent être contrôlé en périphérie par des mécanismes de tolérance, 
notamment par l’induction d’anergie (Khoury and Sayegh, 2004; Perez et al., 1997; 
Schwartz, 2003). Ce phénotype se traduit par l’absence d’activation et de prolifération 
des LT anergiques après stimulation de leur TCR par l’antigène dont ils sont spécifiques. 
Nous avons émis l’hypothèse que, bien que les thymocytes exprimant les TCR 1W01 et 
1W31 semblent se développer normalement dans le thymus des souris déficientes en 
TSSP, ceux-ci pourraient être anergiques. Afin d’évaluer cette hypothèse, nous avons 
analysé la réponse de splénocytes issus de souris rétrogéniques pour le TCR 1W31 au 
peptide S100β1-15. Nous avons effectué une gamme de titration de cellules et avons 
évalué le nombre de LT CD4 par puits par cytométrie de flux. Bien que la réponse soit 
variable entre les individus, les LT CD4 de souris rétrogéniques 1W31 sauvages ou 
déficientes en TSSP semblent répondre de façon équivalente (Figure 21). Ce résultat 
préliminaire suggère que les thymocytes 1W31 de souris rétrogéniques déficientes en 
TSSP ne sont pas anergiques. 
 
 
Figure 21 : Réponse équivalente des LT CD4 de souris rétrogéniques 1W31 
sauvages ou déficientes en TSSP au peptide S100β1-15 
Des splénocytes de souris rétrogéniques 1W31 WT ou KO ont été stimulé avec 50µg/ml 
de peptide S100β1-15. Trois jours plus tard, la prolifération des cellules a été analysée 
par incorporation de thymidine tritiée. Les mesures obtenues à partir des LT CD4 isolés 
de souris rétrogéniques A) WT ou B) KO sont représentés en dCPM (échantillon – bruit 
de fond). Chaque ligne correspond à une souris. C) Les données ont été analysées par 
régression exponentielle et les courbes calculées sont montrées. Les données 
présentées sont le bilan de 2 expériences indépendantes pour un total de 10 
rétrogéniques WT et 9 rétrogéniques KO traitées individuellement 
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Discussion et perspectives 
 
 
La déficience en TSSP façonne le répertoire public T CD4 spécifique de S100β1-15 
par un mécanisme inconnu. 
 
Parallèlement à l’augmentation de la délétion du répertoire privé de haute avidité, les 
souris NOD Tssp° présentent également une altération du répertoire public T CD4 
spécifique de S100β1-15. Le réarrangement Vα16-Jα39*02 présent dans le répertoire 
public des souris NOD WT est totalement absent du répertoire des souris NOD Tssp° à 
la fois dans les hybridomes et dans les LT CD4 polyclonaux spécifiques de S100β1-15 
purifiés (Voir Table 1 et Figure 2 de l’article). Ce résultat suggère que dans les souris 
NOD Tssp°, les thymocytes exprimant ce réarrangement pourraient être éliminés ou 
anergisés dans le thymus. Afin de tester cette hypothèse, des souris rétrogéniques 
exprimant le TCR de l’hybridome dérivé de souris NOD WT 1W06 seront générées 
comme décrit précédemment. Nous analyserons le développement des thymocytes 
portant ce TCR dans le thymus des souris rétrogéniques par cytométrie de flux. Si ces 
expériences montrent que le développement du TCR 1W06 est perturbé dans le 
thymus des souris déficiente en TSSP, nous génèrerons des souris rétrogéniques 
déficientes en TSSP uniquement dans le compartiment hématopoïétique ou dans le 
compartiment radio-résistant. Ainsi, nous évaluerons la contribution des DC thymiques 
et de l’épithélium dans l’altération du développement de ce TCR. 
 
 
La déficience en TSSP façonne le répertoire privé T CD4 de haute avidité 
spécifique de S100β1-15 par un mécanisme inconnu. 
 
L’analyse du répertoire privé T CD4 des souris NOD Tssp° révèle une réduction 
importante du répertoire LT CD4 de haute avidité pour S100β1-15 comparativement aux 
souris NOD WT. Cette altération du répertoire de haute avidité est en accord avec 
l’hypothèse selon laquelle TSSP inhiberait la présentation d’antigènes dans le thymus. 
Comme décrit en introduction, l’expression ectopique d’antigène tissulaire est 
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essentielle à l’établissement de la tolérance au soi dans le thymus. Cependant, 
l’expression des antigènes tissulaires n’est pas homogène dans le thymus et seul un 
nombre limité d’APC présentent effectivement des peptides dérivés d’un antigène 
donné à leur surface. Des mécanismes de transfert intercellulaires depuis les mTEC 
vers les DC permettent d’étendre le profil d’expression d’un antigène dans le thymus 
augmentant ainsi le nombre d’APC présentant l’antigène (Hubert et al., 2011; Koble and 
Kyewski, 2009). De plus, les thymocytes passent entre 5 et 7 jours dans la médulla. Ils 
sont extrêmement mobiles et interagissent avec de nombreuses APC. Ainsi, un 
thymocyte exprimant un TCR de forte affinité pour un complexe pCMH du soi exprimé 
dans le thymus a de grande chance de rencontrer une APC présentant ce complexe 
pCMH et d’être éliminé par la sélection négative. 
 
Cependant, il est possible qu’un thymocyte exprimant un TCR spécifique d’un antigène 
tissulaire faiblement exprimé ou présenté par un trop petit nombre d’APC, ne 
rencontre pas cet antigène dans le thymus et ne soit pas éliminé par sélection négative 
dans le thymus. Ainsi, il est possible que dans le thymus des souris NOD WT, les APC 
présentant S100β soient trop dispersées ou qu’elles présentent une trop faible quantité 
de complexe CMH-II:S100β1-15 en surface pour induire la délétion des thymocytes 
exprimant un répertoire privé de haute avidité pour S100β1-15. Dans le thymus des 
souris NOD Tssp°, la présentation des complexes CMH-II:S100β1-15 serait augmentée et 
permettrait ainsi l’élimination des thymocytes exprimant un répertoire privé de haute 
avidité. 
 
Il est également possible que, du fait de cette augmentation de la présentation de S100β 
dans le thymus, les LT CD4 exprimant un TCR de forte avidité se différencient 
préférentiellement en Treg chez les souris NOD Tssp°. De fait, l’analyse d’un panel de 
TCR spécifiques de l’insuline par le groupe de Vignali suggère que les LT exprimant un 
TCR de forte affinité se différencient plus facilement en Treg que ceux portant un TCR 
moins affin (Bettini et al., 2014). La génération d’hybridome nécessite une étape de 
restimulation in vitro des LT CD4 purifiés et seules les cellules les mieux activées 
donnent des hybridomes après fusion. Etant donné le caractère anergique des Treg 
restimulés in vitro en absence d’IL-2, notre protocole ne nous permet pas de générer 
des hybridomes à partir de Treg. Par conséquent, si les LT CD4 de haute avidité chez les 
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souris NOD Tssp° se différencient préférentiellement en Treg, ils n’ont pas pu donner 
des hybridomes.  
 
Que ce soit par délétion ou par induction d’un phénotype régulateur, le renforcement 
de ces deux mécanismes pourrait expliquer la réduction du répertoire de haute avidité 
observée dans les hybridomes générés chez les souris NOD Tssp°. Afin de tester ces 
hypothèses, nous pourrions analyser le développement de plusieurs TCR, issus du 
répertoire privé de haute avidité des hybridomes NOD WT, à l’aide de souris 
rétrogéniques. Ainsi, il est possible que, comme c’est le cas pour les TCR spécifiques de 
l’insuline, les TCR associés à des hybridomes de forte avidité se différencient plus 
facilement en Treg (Bettini et al., 2014). En comparant le développement de Treg dans 
le thymus et en périphérie chez des souris rétrogéniques déficientes ou non en TSSP, 
nous évaluerons si la réduction importante du répertoire LT CD4 de haute avidité pour 
S100β1-15 des souris NOD Tssp° corrèle avec une meilleure différenciation en Treg de 
LT exprimant un TCR de forte avidité. Bien que le TCR 1W01 semble se développer de 
façon équivalente chez les souris rétrogéniques sauvages ou déficiente en TSSP, nous 
n’avons pas analysé la proportion de Treg chez ces souris. 
 
La réponse T CD4 spécifique de S100β participe-t-elle au développement du 
diabète de type 1 ? 
 
Les travaux du groupe de Dosch suggèrent que les cellules de Schwann péri-insulaires  
qui expriment S100β sont détruites précocement lors du développement du Dt1 chez la 
souris NOD (Winer et al., 2003). Ces souris développent une réponse immunitaire 
spontanée spécifique de S100β à partir de 3 semaines d’âge. Cette réponse n’est 
détectable que dans les ganglions pancréatiques et la rate. De plus, l’injection de S100β 
en conditions tolérogénique prévient l’apparition du Dt1 chez les souris NOD. Ces 
données suggèrent que S100β participe au développement du Dt1 à un stade précoce 
de la pathologie. Plus récemment, une nouvelle étude du même groupe suggère que les 
cellules de Schwann péri-insulaires  seraient spécifiquement ciblées et détruites dans 
les phases précoces de la pathologie par des CTL dans le pancréas des souris NOD (Tsui 
et al., 2008). Cependant, dans cette étude, les auteurs n’ont pas analysé la réponse T 
spécifique de S100β mais celle ciblant protéine acide fibrillaire gliale (GFAP) dont 
 160 
l’expression dans le pancréas des souris NOD est strictement restreinte aux cellules de 
Schwann péri-insulaires . De plus, la récente étude du groupe de Fu suggère que les 
cellules de Schwann péri-insulaires  ne seraient pas détruite lors du développement du 
Dt1 chez la souris NOD (Tang et al., 2013). L’infiltration immunitaire associée à la 
destruction des cellules β de Langerhans entraînerait un remodelage du réseau formé 
par les cellules de Schwann péri-insulaires  plutôt que leur destruction. Ainsi, l’impact 
de la réponse T CD4 spécifique de S100β sur le développement du Dt1 chez la souris 
NOD n’a pas été évalué directement. Afin de déterminer si des LT CD4 spécifiques de 
S100β ont un quelconque potentiel diabétogène, nous générerons des lignées 
cellulaires à partir de LT CD4 exprimant un répertoire polyclonal spécifique de S100β 
purifiés de souris NOD WT ou NOD Tssp°. Ces lignées cellulaires seront ensuite 
utilisées dans des expériences de transfert adoptif afin d’évaluer le potentiel 
diabétogène d’une réponse T CD4 spécifique de S100β. Etant donné les altérations du 
répertoire T CD4 spécifique de S100β identifiées chez la souris NOD, les lignées 
dérivées chez les deux souches de souris pourraient avoir un potentiel diabétogène 
différent. Enfin, par transfert adoptif de cellules issues de la lignée NOD WT, nous 
déterminerons si la complémentation du répertoire T CD4 spécifique S100β permet de 
lever le phénotype de résistance au Dt1 des souris NOD Tssp°. 
 
La réponse T spécifique de S100β spontanée n’est détectable que dans la rate et dans 
les ganglions pancréatiques. Nous avons montré que deux des trois clonotypes publics 
identifiés dans les hybridomes dérivés des deux souches de souris étaient également 
présents dans le répertoire public  T CD4 polyclonal spécifique de S100β des souris 
NOD WT et NOD Tssp° de façon équivalente dans les deux souches (Voir Figure 2 de 
l’article). Le clonotype public Vα16-Jα39*02 est uniquement présent chez les souris 
NOD WT. Cependant, ces résultats ont été obtenus à partir de LT CD4 purifiés de souris 
immunisés avec S100β1-15, restimulés in vitro avec le même peptide et triés par 
cytométrie de flux. Afin d’analyser la réponse T CD4 spontanée des souris NOD WT et 
Tssp°, nous purifierons les LT CD4 présents dans la rate et les ganglions pancréatiques 
et analyserons la représentation des différents clonotypes publics. En réalisant des 
purifications chez des souris de différents âges, nous analyserons l’évolution de la 
réponse T CD4 spontanée spécifique de S100β au cours du développement du Dt1.  
 161 
 
 
 
Impact de la déficience en TSSP sur la sensibilité 
à l’encéphalomyélite autoimmune 
expérimentale chez la souris NOD Tssp° 
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La déficience en TSSP diminue la sévérité de l’EAE chez les 
souris NOD en altérant la fréquence et la fonctionnalité des 
lymphocytes T CD4 encéphalitogènes 
 
 
 
Contexte 
 
Compte tenu de l’effet majeur de l’absence de TSSP dans l’établissement de la tolérance 
T CD4 à des antigènes des îlots de Langerhans, nous avons évalué si cet effet pouvait 
être généralisé. Pour cela nous avons analysé l’impact de l’absence de TSSP sur le 
développement de l’EAE, une autre pathologie médiée par les cellules T CD4. Comme 
précisé dans l’introduction, les données de la littérature montrent que la souris NOD 
est sensible à l’EAE induite par MOG35-55 (Slavin et al., 1998). Ces souris développent 
une pathologie en deux phases, une phase précoce de type RR-EAE et une phase tardive 
de type SP-EAE aussi appelée phase chronique. Etant donné que les RR-EAE sont 
généralement associés à une diversification épitopique, le modèle NOD semblait donc 
optimal pour analyser l’impact de l’absence de TSSP sur le développement d’un 
répertoire de cellules T CD4 spécifiques de plusieurs antigènes dérivés de la gaine de 
myéline.  
 
De plus, le développement de l’EAE nécessite une phase de restimulation locale des T 
infiltrant le SNC par des APC au niveau de l’espace sous-arachnoïdien (Kivisäkk et al., 
2009). Cette étape de restimulation étant par ailleurs corrélée avec le phénomène de 
diversification épitopique (McMahon et al., 2005). TSSP est exprimée dans le thymus 
par les DC (Viret et al., 2011b). In vitro, son expression est inductible dans les LB par le 
LPS. Nous ignorons si in vivo, le contexte inflammatoire peut induire l’expression de 
TSSP dans un tissu. Si TSSP est effectivement induit dans les APC du SNC au cours de 
l’EAE, son absence chez la souris NOD Tssp° pourrait perturber la restimulation locale 
des cellules T infiltrantes, ce qui pourrait avoir un impact sur la pathologie. 
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Procédures expérimentales 
 
Induction d’EAE active 
Les souris ont été immunisées par injection sous cutané à la base de la queue de 100µg 
de peptides MOG35-55 émulsifié dans 200µl de CFA additionné de 500µg de 
Mycobacterium Tuberculosis H37RA déshydratées et reconstituées en PBS. Les souris 
ont également reçue deux injections intraveineuses de toxine pertussique (PTX) 
(200ng au jour de l’immunisation et 400ng deux jours plus tard). Les animaux ont été 
suivit chaque jour afin de déterminer le score clinique de la maladie selon l’échelle 
suivante : 0, aucun signe de maladie ; 1, flaccidité de la queue ; 2, faiblesse des pattes 
arrières et des hanches ; 3, paralysie totale des pattes arrières ; 4, paralysie des pattes 
arrières et faiblesse des pattes avant ; 5, souris moribonde ou décédée. 
 
Induction d’EAE passive 
Des souris NOD WT et Tssp° ont été immunisées avec 100µg de peptides MOG35-55 
émulsifié en CFA additionné de mycobactérie MTH37RA en sous cutané à la base de la 
queue. 9 jours plus tard, Les lymphocytes T CD4 ont été purifiés à partir des ganglions 
drainant par tri magnétique et ont été restimulés in vitro en présence du peptide 
MOG35-55 d’IL-23 et d’un anticorps bloquant l’IFNγ en présence de splénocytes irradiés. 
Après 3 jours de culture, 4.106 de ces cellules ont été transférés à des souris receveuses 
NOD Cα° Tssp° ou NOD Cα° WT irradiées sub-létalement.(350 Gy). Les animaux ont été 
suivit chaque jour afin de déterminer le score clinique de la maladie 
 
Purification et restimulation de LT CD4 
Des souris NOD WT et Tssp° ont été immunisées avec 100µg de peptides MOG35-55 
émulsifié en CFA additionné de mycobactérie MTH37RA en sous cutané à la base de la 
queue. 9 jours plus tard, Les lymphocytes T CD4 ont été purifiés à partir des ganglions 
drainant par tri magnétique et ont été restimulés in vitro en présence du peptide 
MOG35-55 en présence de splénocytes irradiés. Pour l’analyse de la quantité de cytokines 
produites, 5.105 LT CD4 purifiés ont été stimulés en présence de 5.105 splénocytes 
irradiés par puits. Le surnageant de culture a été prélevé 72h plus tard et la 
concentration d’IFNγ, d’IL-17 et de GM-CSF a été mesuré par ELISA selon les 
recommandations du fabricant. Pour l’analyse de la fréquence de cellules productrices 
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de cytokines, 2,5.105 LT CD4 purifiés ont été restimulés en présence de 5.105 
splénocytes irradiés par puits, dans des plaques préalablement traitées avec un 
anticorps spécifique de la cytokine analysée. Le lendemain, la fréquence de cellules 
productrices d’IFNγ, d’IL-17 ou d’IL-2 a été mesurée par ELISpot selon les 
recommandations du fabricant. 
 
Analyses histologiques 
Des souris NOD WT et Tssp° ont été immunisées avec 100µg de peptides MOG35-55 
comme décrit précédemment. Au jour 21 post-immunisation, les souris anesthésiées 
ont reçu une perfusion intracardiaque de paraformaldéhyde à 4%. Le SNC des souris a 
été prélevés et les tissus ont été inclus en paraffine, coupés et analysé par marquage 
hématoxyline/eosine pour évaluer l’inflammation ou par marquage au Luxol fast blue 
pour évaluer la démyélinisation. 
 
Analyse des populations immunitaire du SNC et purification par cytométrie de 
flux 
L’EAE active a été induite chez des souris NOD WT et NOD Tssp° comme décrit 
précédemment. Au jour 15 post-immunisation, les souris anesthésiées ont reçu une 
perfusion intracardiaque de PBS. Le cerveau et la moelle épinière de chaque souris ont 
été prélevés, broyés et digérés par un mélange de 2mg/ml de Collagénase D, 10µg/ml 
de TLCK et 20µg/ml de DNase I. Puis les cellules immunitaires ont été isolées par 
centrifugation sur un gradient de Percoll 37% et 70%. L’anneau de cellules formé à 
l’interface a été collecté puis analysé comme décrit ci-après. Pour l’analyse de l’infiltrat, 
les cellules ont été marquées avec des anticorps spécifiques de CD45 (A20), CD4 
(RMA4-5), CD8 (53-6.7), CD19 (1D3) et du TCRβ (H57-597). Le TOPRO-3 a été utilisé 
comme marqueur de viabilité afin d’exclure les cellules mortes. Pour la purification des 
APC dans le SNC, les cellules ont été marquées avec des anticorps CD45, CD11b 
(M1/70), CD11c (N418), CD14 (Sa2-8), CD19 directement couplés à des fluorochromes 
ainsi qu’un anticorps anti-CMH-II (RT1B) biotinylée révélée par une steptavidine 
couplée à un fluorochrome. Les cellules ont été purifiées par cytométrie de flux selon la 
stratégie de tri décrite dans la figure 4. L’ARN de ces cellules a été extrait pour analyse 
par RT-PCR quantitative avec des amorces spécifiques de TSSP (sens : 5’-
CGCAGCATGGGACAGAAGTGTT-3’ ; anti-sens :5’-ACTGAAGACCCTCACAGGTGACA-3’) et 
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de l’HPRT (sens : 5’-CTGATAAAATCTACAGTCATAGGAATGGA-3’ ; anti-sens : 5’-
AGCCCTCTGTGTGCTCAAGG) comme gène de ménage. 
 
 
Résultats 
 
Les souris NOD Tssp° développent une EAE moins sévère que les souris NOD WT 
Dans un premier temps, nous avons comparé le développement de l’EAE chez les souris 
NOD Tssp° et WT. Après immunisation, l’apparition et le développement des signes 
cliniques ont été suivis pendant 71 jours. Les deux souches de souris développent la 
pathologie avec un même jour d’initiation (Jour 13, Figure 22A et B). Cependant, à 
partir du jour 15, la pathologie est significativement moins sévère chez les souris NOD 
Tssp° (Figure 22A). De plus, à partir du jour 41, la pathologie s’aggrave chez les souris 
NOD WT mais reste stable chez les souris NOD Tssp°. Cette aggravation correspond 
dans la littérature à l’évolution de la pathologie vers la forme chronique. Il faut noter 
que, contrairement aux données de la littérature, les souris NOD WT ne montrent pas 
globalement de phases RR dans les stades précoces de la pathologie. Ceci peut 
s’expliquer par l’origine même de la souche de souris. En effet, celle-ci est issue du 
croisement de souris hétérozygote elles même issue de 20 générations de croisement 
en retour d’une souche C57Bl/6 Tssp° avec la souche NOD/LtJ (Viret et al., 2011b). 
Bien que les souris NOD WT et Tssp° portent bien toutes les deux l’ensemble des locus 
de susceptibilité au Dt1, il est possible que certains loci C57Bl/6 persistent et que ceux-
ci définissent la forme RR de l’EAE. Globalement, les souris NOD Tssp° développent une 
pathologie moins sévère que les souris WT comme cela est illustré par un score 
maximum moyen plus faible (Figure 22c) et un score cumulé moyen plus faible (Figure 
22D) chez les souris NOD Tssp° comparativement aux souris NOD WT. Cependant, 
l’analyse histologique de la moelle épinière des souris au pic de la maladie (Jour 21) ne 
révèle pas de différence en termes d’inflammation ou de démyélinisation (Figure 23).   
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Figure 22 : Les souris NOD Tssp° développent une EAE moins sévère que les 
souris NOD WT qui n’évolue pas vers une forme chronique. 
L’EAE active a été induite chez des souris NOD WT et Tssp° comme décrit 
précédemment. A) l’apparition et l’évolution des signes cliniques sont représentées. B) 
Le jour d’initiation correspond au jour moyen d’apparition du premier signe clinique. C) 
Le score maximum correspond au score clinique le plus élevé atteint par une souris au 
cours du suivi. D) Le score clinique cumulé correspond à la somme des scores obtenus 
par une souris au cours du suivi. Les erreurs standards de la moyenne sont montrées. 
Les données ont été analysées par un test de Mann-Whitney bilatéral. * : p<0,05. ** : p < 
0,01. **** : p < 0,0001. Les données présentées sont le bilan de 3 expériences 
indépendantes. 
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Figure 23 : L’analyse histologique de la moelle épinière des souris NOD WT et 
Tssp° atteinte d’EAE à jour 21 post-immunisation ne montre pas de différence 
d’inflammation ni de démyélinisation. 
L’EAE active a été induite chez des souris NOD WT et Tssp° comme décrit 
précédemment. A 21 jours post-immunisation, les souris ont été sacrifiées pour analyse 
histologique du SNC. A) Le score inflammatoire correspond au nombre moyen 
d’infiltrats périvasculaires par section calculé sur 16 sections par souris. B) Le score de 
démyélinisation correspond au pourcentage de surface démyélinisée par rapport à la 
surface totale d’une section de moelle épinière. Les données ont été analysées par un 
test de Mann-Whitney bilatéral. Aucune différence significative n’a été observée. Les 
données sont le résultat d’une seule expérience. 
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Cependant, ces résultats préliminaires ne nous permettent pas d’étudier directement 
les populations présentes dans le SNC. Nous avons donc purifiés les cellules 
immunitaires présentes dans le SNC de souris malade. Nous avons choisi d’analyser 
l’infiltrat à jour 15 qui correspond au moment où le phénotype des deux souris diverge. 
Pour ce faire, nous avons induit la pathologie chez des souris NOD Tssp° et WT comme 
précédemment décrit. A jours 15, les souris ont été sacrifiées et les cellules 
immunitaires ont été purifiées par centrifugation sur un gradient de densité et analysée 
par cytométrie de flux. L’infiltrat immunitaire (CD45hi) est significativement réduit 
dans le SNC des souris NOD Tssp° (Figure 24). Le nombre absolu de cellules infiltrantes 
est divisé par 5 dans les souris NOD Tssp° comparativement aux souris WT (Figure 
24B). Conformément à ce résultat, le nombre absolu de lymphocytes B (CD45hi, TCRβ-, 
CD19+) et de lymphocytes T CD8 (CD45hi, TCRβ+, CD8+) est diminué de 3 à 4 fois dans 
les souris NOD Tssp° comparativement aux souris WT. La fréquence de ces cellules 
n’est cependant pas modifiée ce qui suggère que la réduction du nombre absolu est liée 
à la réduction globale de l’infiltrat. De façon intéressante, la fréquence et le nombre 
absolu des cellules T CD4 (CD45hi, TCRβ+, CD4+) infiltrantes sont réduits dans les souris 
NOD Tssp° comparativement aux souris WT (Figure 24). Ce résultat suggère une 
diminution de la réponse T CD4 encéphalitogène chez les souris NOD Tssp° 
comparativement aux souris sauvages 
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Figure 24 : L’infiltration des cellules effectrices dans le SNC des souris NOD Tssp° 
est réduit par rapport aux souris NOD WT. 
L’EAE active a été induite chez des souris NOD WT et Tssp° comme décrit 
précédemment. A 15 jours post-immunisation, l’infiltrat immunitaire dans le SNC a été 
analysé par cytométrie de flux. A) Le profil de marquage d’une souris représentative de 
chaque génotype est montré. B) La fréquence et C) le nombre absolu de cellules de 
l’infiltrat total (CD45hi TOPRO-3-) cellules B (CD45hi TOPRO-3- TCRβ- CD19+), T CD4 
(CD45hi TOPRO-3- TCRβ+ CD4+) et T CD8 (CD45hi TOPRO-3- TCRβ+ CD8+) sont montrés. 
Les erreurs standards de la moyenne sont montrées. Les données ont été analysées par 
un test de Mann-Whitney bilatéral. ** : p<0,01. *** : p<0,001. **** : p<0,0001. Les 
données présentées sont le bilan de 2 expériences indépendantes.  
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TSSP est exprimée par les cellules présentatrices d’antigènes résidentes et 
infiltrantes dans le SNC  
Nous avons vu précédemment que, dans les DC thymiques, TSSP modulerait la 
présentation de peptides par le CMH-II (Viret et al., 2011b). Dans les organes 
lymphoïdes périphériques, TSSP n’est pas exprimée par des DC au repos ou activées 
par des agonistes de TLR. En revanche, l’activation in vitro de cellules B par du 
lipopolysaccharide induit l’expression de TSSP dans ces cellules. Par conséquent, des 
signaux de danger et le contexte inflammatoire pourraient induire l’expression de TSSP 
dans certaines APC. Au cours du développement de l’EAE, les lymphocytes T infiltrants 
le SNC passent par une étape de restimulation locale par des APCs qui présentent des 
antigènes dérivés de la gaine de myéline (Kivisäkk et al., 2009). Si TSSP est exprimée 
par les APCs du SNC chez les souris WT et participe à la présentation d’antigènes 
nécessaire à la restimulation locale des cellules T, chez les souris NOD Tssp°, son 
absence pourrait perturber cette étape de restimulation et expliquer la moindre 
pathologie de ces souris. Nous avons donc, dans un premier temps évalué l’expression 
de TSSP par les différentes APC présentes dans le SNC à jour 15 post-immunisation. 
Nous avons prélevé le SNC de ces souris que nous avons broyé et digéré comme 
précédemment. Après centrifugation sur gradient de densité, nous avons trié les 
différentes sous-populations par cytométrie de flux et analysé l’expression de TSSP par 
RT-PCR quantitative. Ces résultats bien que préliminaires montrent que TSSP est 
exprimée dans la microglie activée (CD45low CD14+ CMH-II+) mais n’est pas détectable 
dans la microglie totale (Figure 25). La microglie activée ne représentant qu’une faible 
fraction de la microglie totale, cette observation suggère que la plus grande partie de la 
microglie au repos n’exprime pas TSSP mais que son expression est induite par 
l’activation. De plus, TSSP est exprimé par les macrophages (CD45high CD11b+ CD11c-) 
et les DC (CD45high CD11c+ CMH-II+) infiltrant le SNC mais pas par les lymphocytes B 
(CD45high CD19+). Ainsi, les trois types cellulaires décrits comme pouvant participer à la 
restimulation des cellules T infiltrant le SNC expriment TSSP. Pour toutes les 
populations analysées exprimant TSSP, le niveau d’expression est comparable à celui 
observé dans les DC thymiques (Mahiddine et al., données non montrées). Sachant que 
les DC dans les organes lymphoïdes périphériques n’expriment pas TSSP, ces 
observations suggèrent que le contexte inflammatoire dans le SNC pourrait induire 
l’expression de TSSP dans les APC.  
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Figure 25 : Les cellules présentatrices 
d’antigènes présentes dans le SNC des 
souris atteintes d’EAE expriment TSSP 
L’EAE active a été induite chez des souris 
NOD WT et Tssp° comme décrit 
précédemment. A 15 jours post-
immunisation, les APC présentes dans le 
SNC ont été purifiées par cytométrie de 
flux. A) La stratégie de tri est 
représentée. La microglie total (CD45low), 
la microglie activée (CD45low CD14+ 
CMH-II+), les macrophages (CD45high 
CD11b+ CD11c-), les DC (CD45high CD11c+ 
CMH-II+) et les lymphocytes B (CD45high 
CD19+) ont été purifiées par cytométrie 
de flux. B) L’ARN des cellules a été 
extrait et rétrotranscrit puis analysé par 
PCR quantitative avec des amorces 
spécifiques de TSSP et de l’HPRT comme 
gène de ménage. Les résultats sont 
représentés en 2(-dCt). En contrôle, 
l’analyse d’un thymus total de souris 
NOD WT est montré. Les données présentées sont le bilan de 3 expériences 
indépendantes pour les macrophages, les DC et le contrôle, 2 expériences pour la 
microglie activée et une seule expérience pour les cellules B et la microglie totale. Les 
erreurs standards de la moyenne sont montrées   
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L’expression de TSSP par les APC du SNC ne semble pas déterminer la sévérité de 
l’EAE 
Comme TSSP est exprimée par les APC du SNC, nous avons évalué si cette expression 
participait à la sévérité de l’EAE.  Nous avons dans un premier temps développé un 
système d’EAE passive permettant d’évaluer l’influence de la restimulation locale par 
les APCs du SNC sur la pathologie. Nous avons immunisé des souris WT avec 100µg de 
peptide MOG35-55 émulsifié en CFA et additionné de mycobactéries MTH37RA. Neuf 
jours plus tard, nous avons purifié les lymphocytes T CD4 des ganglions drainant de ces 
souris. Nous avons restimulé ces cellules avec 10µg/ml de peptide MOG35-55 en 
présence de splénocytes irradiés et de 10ng/ml d’IL23 afin de stimuler la production 
d’IL17 et de GM-CSF et 10µg/ml d’anticorps bloquant l’IFNγ pour inhiber l’apoptose. 
Après 3 jours de culture, les cellules ont été transférées à des souris NOD Cα° Tssp° et 
NOD Cα°WT irradiées sub-létalement (300 rad). Ainsi, des lymphocytes T CD4 de 
même origine et ayant le même potentiel encéphalitogène ont été transférés à des 
souris chez lesquelles les APCs du SNC expriment ou pas TSSP. Nous pouvons ainsi 
évaluer la participation de TSSP à la restimulation locale des cellules T CD4 effectrices 
dans le SNC. Nous avons suivi l’apparition et le développement des signes cliniques 
pendant 50 jours chez ces souris. Les receveurs NOD Cα° Tssp° et NOD Cα° WT 
développent une pathologie parfaitement similaire depuis l’initiation de la maladie 
jusqu’à la fin du suivi (Figure 26). Dans ce modèle, les souris receveuses développent 
une pathologie chronique. De plus, la pathologie ne s’aggrave pas dans les phases 
tardives chez les receveurs NOD Cα° WT. Ce résultat est en contradiction avec 
l’hypothèse selon laquelle l’absence de TSSP chez la souris NOD Tssp° perturberait la 
présentation antigénique par les APCs du SNC.  
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Figure 26 : La restimulation des cellules T CD4 dans le SNC des souris ne semble 
pas influer sur la sensibilité des souris NOD Tssp° à l’EAE. 
L’EAE a été induite chez des souris NOD Cα° Tssp° et NOD Cα° WT par transfert adoptif 
de LT CD4 encéphalitogènes comme décrit précédemment. A) l’apparition et l’évolution 
des signes cliniques sont représentées. B) Le jour d’initiation correspond au jour 
moyen d’apparition du premier signe clinique. C) Le score maximum correspond au 
score clinique le plus élevé atteint par une souris au cours du suivi. D) Le score clinique 
cumulé correspond à la somme des scores obtenus par une souris au cours du suivi. Les 
erreurs standards de la moyenne sont montrées. Les données ont été analysées par un 
de test Mann-Whitney bilatéral. Aucune différence significative n’a été observée. Les 
données présentées sont le bilan de 2 expériences indépendantes. 
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Les cellules T issues de souris NOD Tssp° induisent une pathologie moins sévère 
corrélée à une réponse T CD4 spécifique de MOG35-55 plus faible  
Comme décrit précédemment, la résistance au Dt1 des souris NOD Tssp° est une 
propriété du compartiment T CD4 (Viret et al., 2011b). Nous avons voulu déterminé si 
le compartiment T CD4 était également à l’origine de la moindre sévérité de l’EAE chez 
les souris NOD Tssp°. Comme dans le cas du Dt1, une réduction de la réponse T CD4 
contre des antigènes dérivés de la myéline pourrait expliquer le phénotype des souris 
NOD Tssp°. Nous avons donc, dans un premier temps, comparé le potentiel 
encéphalitogène de cellules T CD4 isolées de souris NOD WT ou Tssp°. Pour cela, nous 
avons transféré 1.106  cellules T totales purifiées de souris NOD Tssp° et WT a des 
souris receveuses NOD WT Cα°. Nous avons induit l’EAE chez les souris receveuses 
comme précédemment décrit et suivit l’apparition et le développement des signes 
cliniques. Les cellules T des deux souches induisent une pathologie avec une même 
cinétique d’initiation (7 à 8 jours post-immunisation) (Figure 27A et B). Cependant, à 
partir du jour 9 post-immunisation et jusqu’à la fin du suivi, la pathologie induite par 
les LT de souris NOD Tssp° est significativement réduite (Test de Mann-Withney avec 
une valeur p médiane de 0,0049). Dans ce modèle, la maladie est de relativement faible 
intensité (Figure 27). Les souris ayant reçu les LT NOD Tssp° ne dépassent jamais le 
score 2 et ont toutes fait au moins une rémission au cours du suivi. De plus, la 
pénétrance de la pathologie induite par les LT NOD Tssp° n’est pas totale (10 animaux 
sur 11). Chez les souris qui ont reçu des LT NOD WT, la pénétrance de la pathologie est 
de 100% avec 2 animaux qui ont atteint un score clinique supérieur à 2 et un seul 
animal qui a fait une rémission puis une rechute au cours du suivi. Le score clinique 
cumulé est significativement plus faible chez les souris qui ont reçu des LT NOD Tssp° 
(Figure 27D) reflétant ainsi la moindre sévérité de la pathologie induite par les LT NOD 
Tssp°. Ces résultats suggèrent que les LT NOD Tssp° ont un potentiel encéphalitogène 
plus faible que les LT NOD WT. 
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Figure 27 : Les cellules T issues de souris NOD Tssp° ont un potentiel 
encéphalitogène plus faible que celles issues de souris NOD WT. 
1.106 cellules T totales (rate et ganglion) isolés de souris naïve NOD WT ou Tssp° ont 
été transférées à des souris receveuses NOD Cα° WT. Une EAE active a été induite chez 
les receveuses 1 jour après le transfert. A) l’apparition et l’évolution des signes 
cliniques sont représentées. B) Le jour d’initiation correspond au jour moyen 
d’apparition du premier signe clinique. C) Le score maximum correspond au score 
clinique le plus élevé atteint par une souris au cours du suivi. D) Le score clinique 
cumulé correspond à la somme des scores obtenus par une souris au cours du suivi. Les 
erreurs standards de la moyenne sont montrées. Les données ont été analysées par un 
test de Mann-Whitney bilatéral. ** : p<0,01. **** : p<0,0001. Les données présentées 
sont le bilan de 2 expériences indépendantes. 
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Nous avons analysé la réponse T CD4 spécifique de MOG35-55 chez les souris NOD Tssp° 
et WT. Ainsi, des souris des deux souches ont été immunisées avec 100µg de MOG35-55 
émulsifié en CFA additionné de mycobactéries MTH37RA. Neuf jours plus tard, les 
cellules T CD4 ont été purifiées des ganglions drainants et restimulées in vitro avec des 
doses croissantes de MOG35-55 en présence de splénocytes NOD WT irradiées. Trois 
jours plus tard les surnageants de culture ont été collectés et la production de cytokines 
analysée par ELISA. Les lymphocytes T CD4 des souris NOD Tssp° produisent 
significativement moins d’IL17 (55%) (Figure 28A) et de GM-CSF (58%) (Fig. 27C) que 
ceux des souris NOD WT. On note également une diminution de la production d’IFNγ 
(57%) bien que celle-ci ne soit pas significative (Figure 28B). La plus faible intensité de 
réponse des LT CD4 NOD Tssp° pourrait expliquer la moindre sévérité de la pathologie 
chez les souris NOD Tssp°. De plus, la stimulation in vitro de ces mêmes cellules avec 
l’épitope immunodominant de la protéine protéolipidique PLP (PLP139-151) n’induit la 
production d’aucune des trois cytokines dosées (données non montrées). Ce résultat 
suggère qu’à neuf jours après immunisation avec MOG35-55, il n’y a pas de 
diversification épitopique vers PLP.  
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Figure 28 : La production de cytokine par les LT CD4 est réduite chez les souris 
NOD Tssp° en réponse à MOG35-55 
Des souris NOD sauvages et Tssp° ont été immunisées avec 100µg de peptides MOG35-55 
émulsifié en CFA additionné de mycobactérie MTH37RA en sous cutané à la base de la 
queue. Neuf jours plus tard, Les lymphocytes T CD4 ont été purifiés à partir des 
ganglions drainant et les cellules ont été mélangées par groupes de 2 souris. Les 
cellules ont été restimulées in vitro en présence de doses croissantes de peptide MOG35-
55. Après 3 jours de culture, les quantités A) d’IL-17, B) d’IFNγ et C) de GM-CSF 
présentent dans le surnageant de culture ont été dosées par ELISA. Les erreurs 
standards de la moyenne sont montrées. Les données ont été analysées par un test de 
Mann-Whitney bilatéral. * : p<0,05. ** : p<0,01. Les données présentées sont le bilan de 
3 expériences indépendantes.  
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La réduction de réponse observée peut-être due à une diminution de la fréquence de 
cellules T CD4 spécifiques de MOG35-55 chez les souris NOD Tssp°, à une réduction de la 
fréquence de cellules productrices de cytokines inflammatoires ou à une moindre 
fonctionnalité des cellules T CD4 des souris NOD Tssp°. Nous avons donc déterminé la 
fréquence de cellules T CD4 spécifiques de MOG35-55 par ELISpot IL2. Des souris des 
deux souches ont été immunisées comme décrit précédemment et les lymphocytes T 
CD4 ont été purifiés six jours plus tard. Les cellules ont été restimulées en présence de 
doses variables de MOG35-55 et de splénocytes NOD WT irradiés. La fréquence de 
cellules spécifiques de MOG35-55 a été mesurée par la sécrétion d’IL2 par ELIspot. En 
réponse à une dose de 10µg/ml de peptide MOG35-55, la fréquence de cellules 
productrices d’IL2 est significativement réduite chez les souris NOD Tssp° de 36% 
(Figure 29). De façon intéressante, pour une dose de 100µg/ml de peptide MOG35-55, la 
fréquence de cellules productrices d’IL2 est identique entre les deux souches de souris. 
Ce résultat suggère que la fréquence globale de cellules T CD4 spécifiques de MOG35-55 
est similaire entre les deux souches de souris mais que l’affinité du répertoire T CD4 
pour MOG35-55 est plus faible chez les souris NOD Tssp°. 
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Figure 29 : La fréquence globale de cellules T CD4 spécifiques de MOG35-55 est 
identique entre les souris NOD WT et Tssp° mais l’avidité du répertoire T CD4 
pour le peptide semble réduite chez les souris NOD Tssp° 
Des souris NOD sauvages et Tssp° ont été immunisées avec 100µg de peptides MOG35-55 
émulsifié en CFA additionné de mycobactérie MTH37RA en sous cutané à la base de la 
queue. Six jours plus tard, Les lymphocytes T CD4 ont été purifiés à partir des ganglions 
drainant. Les cellules ont été restimulées in vitro en présence de doses croissantes de 
peptide MOG35-55. La fréquence de cellules T CD4 spécifiques de MOG35-55 a été mesurée 
par ELISpot anti-IL2. Les données ont été analysées par un test de Mann-Whitney 
bilatéral. ** : p<0,01. Les données présentées sont le bilan de 3 expériences 
indépendantes. 
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Nous avons ensuite déterminé la fréquence de cellules productrices de cytokines 
inflammatoires. Des souris des deux souches ont été immunisées comme décrit 
précédemment et les lymphocytes T CD4 ont été purifiés et restimulées in vitro neuf 
jours plus tard. La fréquence de cellules T CD4 spécifiques de MOG35-55 productrice 
d’IFNγ et d’IL17 est significativement réduite chez les souris NOD Tssp° de 41% et 52% 
respectivement (Figure 30). 
 
 
 
Figure 30 : La fréquence de cellules T CD4 spécifiques de MOG35-55 productrice 
d’IFNγ et d’IL17 est réduite chez les souris NOD Tssp° 
Des souris NOD sauvages et Tssp° ont été immunisées avec 100µg de peptides MOG35-55 
émulsifié en CFA additionné de mycobactérie MTH37RA en sous cutané à la base de la 
queue. Neuf jours plus tard, Les lymphocytes T CD4 ont été purifiés à partir des 
ganglions drainant. Les cellules ont été restimulées in vitro en présence de doses 
croissantes de peptide MOG35-55. La fréquence de cellules T CD4 spécifiques de MOG35-55 
productrices A) d’IL-17 et B) d’IFNγ a été mesurée par ELISpot. Les données ont été 
analysées par un test de Mann-Whitney bilatéral. * : p<0,05. ** : p<0,01. Les données 
présentées sont le bilan de 2 expériences indépendantes. 
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Discussion et perspectives 
 
L’ensemble de ces expériences montre que la réponse T CD4 spécifique de MOG35-55 est 
réduite chez les souris NOD Tssp°. Un répertoire T CD4 potentiellement moins affin 
pour le peptide MOG35-55 associé à une moindre différenciation des cellules T CD4 en 
effecteur potentiellement pathogènes, une production de cytokine associée à la 
pathologie réduite et à un potentiel encéphalitogène réduit suggère que la moindre 
sévérité de l’EAE chez les souris NOD Tssp° est due à une réponse T CD4 spécifique de 
MOG35-55  globalement plus faible que chez les souris NOD WT. 
 
L’analyse de l’infiltrat immunitaire dans le SNC montre qu’il est globalement plus faible 
chez les souris NOD Tssp° comparativement aux souris NOD WT. Plus particulièrement, 
la fréquence de LT CD4 infiltrant est réduite. Cet infiltrat réduit corrèle avec la moindre 
sévérité de la pathologie chez les souris NOD Tssp°. Cependant, Cette analyse n’a été 
réalisée qu’à jour 15 post-immunisation et une analyse cinétique sera nécessaire pour 
déterminé si la différence d’infiltration persiste au cours du développement de la 
pathologie. En particulier, l’aggravation des signes cliniques en phase tardive chez la 
souris NOD WT pourrait être due à une nouvelle vague d’infiltration immunitaire 
associée potentiellement à un phénomène de diversification épitopique. Dans ce cas, 
l’absence de cette seconde vague d’infiltration ou de diversification épitopique pourrait 
expliquer l’absence d’aggravation de la pathologie en phase tardive chez la souris NOD 
Tssp°. Une analyse cinétique de l’infiltrat immunitaire est donc nécessaire pour évaluer 
cette hypothèse. De plus, nous avons vu que la réponse T CD4 spécifique de MOG35-55 
est réduite chez les souris NOD Tssp° comparativement aux souris NOD WT. Dans le 
SNC, une réponse immunitaire moins forte expliquerait la moindre sévérité de la 
pathologie chez les souris NOD Tssp°. Parallèlement à l’analyse phénotypique de 
l’infiltrat au cours de la pathologie, il conviendra donc d’analyser également la 
fonctionnalité des LT CD4 infiltrant le SNC dans les deux souches de souris, en 
particulier leur production de cytokines associées à l’EAE comme l’IL-17, L’IFNγ et le 
GM-CSF. 
 
Dans le modèle d’EAE active induite chez des souris NOD Cα° WT après transfert de LT 
CD4, les LT CD4 des souris NOD WT induisent une pathologie chronique alors que les 
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LT CD4 de souris NOD Tssp° induisent une RR-EAE. Ainsi la totalité des souris ayant 
reçu des LT CD4 naïfs de souris NOD Tssp° font au moins une rémission au cours du 
suivi de la pathologie. Les données de la littérature suggèrent que des Treg seraient 
recrutés au niveau du SNC et participeraient aux phases de rémissions en inhibant le 
recrutement de nouveaux LT CD4 naïfs (Cassan and Liblau, 2007; Gärtner et al., 2006; 
Korn et al., 2007; Stephens et al., 2005). Même si la pathologie observée chez les souris 
NOD WT et NOD Tssp° n’est pas de type RR-EAE globalement, 42% des souris NOD WT 
(11 sur 24) et 77% des souris NOD Tssp° (17 sur 22) font au moins une rémission au 
cours du suivi. Donc, pour une partie des souris, la pathologie est donc de type RR-EAE. 
Il est possible que des Treg soient impliqués dans ces rémissions. De plus, les 
rémissions chez les souris NOD Tssp° sont en moyenne plus longues de 2 jours (9,2 
jours contre 7,1 jours) bien que la différence ne soit pas significative (donnée non 
montrée. Ces résultats suggèrent que si des Treg sont bien présents dans le SNC des 
souris, il est possible que ceux-ci soient plus efficaces ou plus représentés chez les 
souris NOD Tssp° que chez les souris NOD WT. Nous analyserons donc la 
représentation des Treg dans le SNC des deux souches. 
 
Les travaux du groupe de Miller suggèrent que les phénomènes de diversification 
épitopique ont lieu dans le SNC (McMahon et al., 2005). A jour 9 après immunisation 
avec MOG35-55, nous n’avons pas observé de réponse à l’épitope PLP139-151. Cependant, 
les immunisations avaient été réalisées sans co-injection de PTX. Dans les protocoles 
d’induction d’EAE active, l’injection de PTX a pour effet de perméabiliser la barrière 
hémato-encéphalique mais également de potentialiser la réponse T CD4 vers un 
phénotype Th1 et d’inhiber le développement de Treg FoxP3+ en périphérie (Brückener 
et al., 2003; Cassan et al., 2006; Hofstetter et al., 2002; Hou et al., 2003; Kügler et al., 
2007). La PTX est également capable d’activer des DC in vitro et d’induire l’expression 
des molécules de CMH-II et de costimulation à leur surface (Hou et al., 2003). Ainsi, 
plusieurs éléments peuvent expliquer l’absence de diversification épitopique dans nos 
expériences. L’absence de PTX dans ces expériences pourrait empêcher l’infiltration du 
SNC par des DC myéloïde qui, d’après les travaux du groupe de Miller, sont les APC à 
l’origine de la diversification épitopique (McMahon et al., 2005). De plus, l’analyse a 
peut-être été réalisée trop précocement pour détecter la diversification épitopique vers 
PLP139-151. Des investigations supplémentaires seront nécessaires pour déterminer si la 
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diversification épitopique a lieu dans notre modèle d’EAE. Ainsi, l’analyse de la réponse 
T CD4 à des temps plus tardifs pourrait permettre de détecter des phénomènes de 
diversification épitopique. De plus, si la diversification épitopique est effectivement 
initiée dans le SNC, il sera intéressant d’étudier la spécificité antigènique de LT CD4 
infiltrant le SNC. 
 
Les expériences d’EAE passive suggèrent que la déficience en TSSP ne perturbe pas la 
restimulation locale des LT infiltrant le SNC. Cependant, dans cette expérience, les LT 
CD4 ont été restimulées et amplifiées in vitro avant transfert. L’IL-23 utilisé lors de la 
restimulation in vitro peut induire une forte différenciation des LT CD4 en cellules 
Th17 productrices de GM-CSF. Il est possible que ce protocole de restimulation induise 
un biais expérimental. En effet, les LT CD4 restimulés dans ces conditions pourraient 
être moins dépendant de la restimulation par les APC dans le SNC pour induire la 
pathologie. Cependant des résultats préliminaires non montrés ici suggèrent que, dans 
les modèles d’EAE active après transfert adoptif de LT CD4 naïfs, des LT CD4 naïfs de 
souris NOD WT induisent strictement la même pathologie chez des souris receveuses 
NOD Cα° WT ou NOD Cα° Tssp°. Ces résultats suggèrent que l’activation des LT CD4 en 
périphérie ainsi que leur restimulation dans le SNC est équivalente entre les souris 
sauvages ou déficiente en TSSP. Cependant, tous ces résultats ne sont que des preuves 
indirectes que la restimulation locale dans le SNC des LT CD4 infiltrant serait 
équivalente entre les deux souches de souris.  
 
In vitro, les DC myéloïdes purifiées du SNC de souris atteintes d’EAE active induite par 
PLP peuvent activer des LT CD4 naïfs exprimant un TCR trangénique spécifique de PLP 
sans apport d’antigène. Ceci suggère que les DC myéloïdes ont capturé la protéine 
endogène PLP dans le SNC et sont capables de la présenter in vitro. Afin d’évaluer la 
capacité des DC infiltrant le SNC des souris NOD WT ou NOD Tssp°, nous pourrions 
analyser in vitro leur capacité à présenter la protéine endogène MOG à des LT CD4 
spécifiques de MOG35-55. Pour cela, nous pourrions utiliser des souris NOD transgénique 
pour le TCR 1C6 spécifique de MOG développée récemment par le groupe de Kuchroo 
(Anderson et al., 2012). Ces souris transgénique produisent à la fois des LT CD4 et des 
LT CD8 exprimant le TCR 1C6 spécifiques de MOG35-55 qui, après transfert à des souris 
NOD SCID, peuvent induire la pathologie. Ainsi, à l’aide des LT CD4 purifiés de ces 
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souris, nous pourrions évaluer la capacité des APC du SNC de souris NOD WT ou NOD 
Tssp° à présenter la protéine MOG. 
 
L’analyse par ELISpot de la fréquence de LT CD4 spécifiques de MOG35-55 suggère que le 
répertoire des souris NOD Tssp° est moins affin pour l’antigène que le répertoire des 
souris NOD WT. Ainsi, le développement du répertoire T CD4 de haute affinité 
spécifique de MOG35-55 pourrait ne pas se développer de façon équivalente chez les 
souris NOD WT et NOD Tssp°. Nous avons vu précédemment que la déficience en TSSP 
induirait une délétion plus efficace des LT CD4 de haute avidité pour S100β. Ainsi, la 
réduction de réponse T CD4 à MOG35-55 pourrait impliquer un mécanisme similaire à 
celui contrôlant la réduction de réponse à S100β. Afin d’évaluer la contribution de la 
tolérance centrale à la réduction du potentiel encéphalitogène des LT chez les souris 
NOD Tssp°, nous avons généré des chimères hématopoïétiques. Après 9 semaines de 
reconstitution, les LT ont été purifiés à partir de la rate et des ganglions lymphatiques 
de ces chimères. Ces LT ont ensuite été transférés à des souris receveuse NOD Cα° WT 
et l’EAE a été induite par immunisation des receveuses. Des résultats préliminaires 
suggèrent que le compartiment hématopoïétique et le compartiment radio-résistant 
participent à la réduction du potentiel encéphalitogène des LT chez les souris NOD 
Tssp°. Ces expériences sont toujours en cours et ces résultats sont donc à considérer 
avec une grande précaution d’autant plus que nos cohortes sont pour l’instant assez 
petites. 
 
Finalement, comme précisé plus haut, l’analyse par ELISpot de la fréquence de LT CD4 
spécifique de MOG35-55 suggère que le répertoire de ces cellules est moins affin chez les 
souris NOD Tssp° comparativement aux souris NOD WT. Le développement de LT CD4 
de haute affinité est donc potentiellement perturbé chez les souris NOD Tssp° comme 
c’est déjà le cas pour le répertoire T CD4 spécifique de S100β. Il conviendra donc de 
comparer l’affinité et la diversité du répertoire spécifique de MOG35-55 dans les deux 
souches de souris. 
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La déficience en TSSP régule le développement du répertoire T CD4 chez la souris 
NOD et limite l’autoimmunité 
 
Chez la souris NOD, la déficience en TSSP protège les animaux contre le développement 
de pathologies autoimmunes spontanées et induites (Viret et al., 2011b). Cette 
protection est associée à une perte de réponse T CD4 spécifique de certains antigènes 
du soi. Dans le cas du Dt1, la réponse T CD4 spécifique de IA-2β, de S100β est réduite 
voir totalement abolie par un mécanisme de tolérance centrale, impliquant notamment 
la sélection négative par des DC thymiques, chez les souris NOD Tssp° 
comparativement aux souris NOD WT. Des expériences de rétrogénèses et de chimères 
hématopoïétique ont montré que des LT CD4 exprimant certains TCR diabétogènes 
étaient éliminés dans le thymus par un évènement de sélection négative (Viret et al., 
submitted; Viret et al., 2011b). Actuellement, un antigène est considéré comme 
essentiel au développement du Dt1, l’insuline. La réponse T CD4 spécifique de l’insuline 
est équivalent chez les souris NOD WT et Tssp° (Viret et al., 2011b). De plus, une faible 
proportion de souris NOD Tssp° développent une insulite légère. D’autres antigènes 
des îlots associés au Dt1 comme IGRP ou GAD65 induisent des réponses T CD4 
équivalentes entre les souris NOD WT et NOD Tssp°. Ces résultats suggèrent que le 
répertoire T CD4 a conservé une certaine autoréactivité capable d’induire une légère 
inflammation. Deux hypothèses peuvent donc expliquer l’absence de Dt1 chez les 
souris NOD Tssp°. L’absence de TSSP pourrait induire la délétion de LT CD4 spécifiques 
d’un nouvel antigène essentiel au développement du Dt1. La perte de réponse à cet 
antigène bloquerait le développement du Dt1 à un stade très précoce. D’autre part, 
l’absence de TSSP pourrait induire une diminution globale d’autoréactivité contre les 
îlots de Langerhans du répertoire LT CD4. Par un effet de seuil, le répertoire T CD4 
autoréactif résiduel ne serait plus suffisant pour le développement du Dt1 chez les 
souris NOD Tssp°.  
 
La découverte fréquente de nouveaux antigènes des îlots comme la chromogranine A 
spécifiquement reconnus par des LT diabétogènes ainsi que la détection d’une réponse 
spontanée précoce spécifique de divers antigènes des îlots, associé au faible potentiel 
diabétogène des LT exprimant un TCR spécifique de l’insuline, suggèrent que, bien que 
l’insuline soit un antigène essentiel à la pathologie, il n’est pas suffisant et le 
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développement du Dt1 serait alors dépendant d’une autoréactivité ciblant plusieurs 
protéines des cellules îlots de Langerhans (Achenbach et al., 2002; Kaufman et al., 1993; 
Stadinski et al., 2010a; Winer et al., 2003). Le fait que des LT transgéniques pour un 
TCR spécifique d’un antigène considéré comme non essentiel puissent induire ou 
accélérer la pathologie après transfert adoptif est également un argument fort en 
faveur du fait que la réponse spécifique de plusieurs antigènes des îlots participerait au 
développement du Dt1 (Verdaguer et al., 1997; Zekzer et al., 1998). Dans ce contexte, la 
diminution globale du répertoire T CD4 autoréactif diabétogène pourrait expliquer la 
résistance au Dt1 des souris NOD Tssp°. 
 
L’analyse du répertoire T CD4 spécifique de S100β, un antigène associé au Dt1 auquel 
les souris NOD Tssp° sont partiellement tolérantes, suggère que la déficience en TSSP 
entraîne une augmentation des mécanismes de sélection négative induisant une 
diminution de la fréquence des LT CD4 exprimant des TCR de forte avidité. De plus, 
nous avons vu que les souris NOD Tssp° développent une EAE moins sévère que les 
souris NOD WT en réponse à une immunisation par MOG35-55. Ce phénotype corrèle 
avec une réponse globalement réduite ainsi qu’une possible réduction de l’affinité du 
répertoire T CD4 spécifique de MOG35-55. Ainsi, la déficience en TSSP pourrait induire 
une diminution globale de l’affinité du répertoire T CD4 pour les molécules du soi en 
augmentant la sélection négative des LT CD4 autospécifiques dans le thymus. 
 
Prenant en compte l’ensemble des données acquises par notre équipe et celles décrites 
dans ce manuscrit, le développement de 20 à 40 % du répertoire fonctionnel T CD4 
semble dépendant de l’expression de TSSP dans le thymus(Viret et al. sumitted; Viret et 
al., 2011a; Viret et al., 2011b). En particulier, la présente étude suggère que TSSP est 
nécessaire au développement du répertoire T CD4 autospécifique de forte affinité. 
 
Du fait de sa forte homologie de séquence avec d’autres protéases, de son expression 
prédominante dans le thymus et de sa localisation dans des compartiments 
endosomiaux, TSSP est suspecté d’être une protéase impliquée dans la génération du 
répertoire de peptide présenté par les molécules de CMH-II dans le thymus. Nos 
données suggèrent que TSSP inhiberait, ou tout du moins réduirait, la présentation de 
certains peptides dans le thymus des souris NOD par un mécanisme non identifié. En 
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son absence, la diversification du répertoire de peptide présenté notamment par les DC 
thymiques permettrait d’étendre le spectre de TCR susceptible d’être éliminé par 
sélection négative. Plus particulièrement, l’augmentation de la présentation de certains 
antigènes du soi dans le thymus permettrait d’éliminer le répertoire T CD4 
autospécifique de forte affinité. Inversement, chez les souris NOD WT, TSSP limiterait la 
tolérance au soi en réduisant le niveau d’expression et la diversité du répertoire de 
peptide présenté dans le thymus. L’émergence d’un répertoire T CD4 autospécifique de 
forte affinité favoriserait alors le développement de pathologies autoimmunes. 
 
 
La déficience en TSSP renforce les mécanismes de tolérance centrale vis-à-vis de 
S100β et MOG35-55 
 
La déficience en TSSP entraine une diminution du répertoire privé de forte avidité 
spécifique de S100β1-15 chez la souris NOD. Cependant, les répertoires publics 
spécifiques de S100β1-15-T CD4 dans les deux souches de souris sont très similaires. En 
effet 2 réarrangements sur 3 publics et dominants chez la souris NOD WT sont 
également publics et dominant chez la souris NOD Tssp°. L’avidité des hybridomes 
exprimant ces réarrangements est faible à intermédiaire. Le caractère public de ces 
réarrangements suggère que l’avidité qui leur est associée délimite un seuil pour la 
délétion de thymocytes exprimant un TCR spécifique de S100β1-15, dans les deux 
souches de souris. L’expression d’antigènes tissulaires dans le thymus est stochastique 
et seule une faible proportion de mTEC expriment un antigène tissulaire donné. Le 
transfert de ces antigènes entres les mTEC et les DC dans le thymus permet 
d’augmenter le nombre de cellules qui présentent cet antigène et ainsi pouvoir induire 
la délétion d’un grand nombre de thymocytes spécifiques. Toutefois, l’expression d’un 
antigène donnée reste inhomogène dans le thymus. Le développement du répertoire 
privé est propre à chaque individu et peut générer des thymocytes exprimant un TCR 
de haute avidité pour l’antigène. Chez les souris NOD WT, du fait de l’expression 
inhomogène dans le thymus de S100β, quelques thymocytes exprimant des TCR privés 
de forte avidité peuvent échapper l’étape de sélection négative. Chez la souris NOD 
Tssp°, les mécanismes de sélection négative des cellules spécifiques de S100β1-15 sont 
renforcés. Ceci a pour effet d’éliminer les cellules de plus forte avidité plus efficacement 
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et donc de réduire le répertoire privé de forte avidité spécifique de S100β1-15 chez les 
souris NOD Tssp°. De plus, l’analyse de la fréquence de LT CD4 spécifiques de MOG35-55 
suggère que le compartiment T CD4 des souris NOD Tssp° est moins affin pour MOG35-
55 que chez les souris NOD WT. Il est donc possible que, comme pour S100β, la 
déficience en TSSP entraine une augmentation de la tolérance à MOG dans le thymus 
qui se manifesterait par une délétion plus efficace des LT CD4 exprimant un TCR de 
forte affinité pour MOG35-55 chez ces souris. 
 
Il est également possible qu’une partie au moins de ce répertoire se différencie en Treg 
chez les souris NOD Tssp°. Les souris NOD WT et NOD Tssp° ne présentent pas de 
différence dans la fréquence et la fonctionnalité globale des Treg(Viret et al., 2011b). 
Cependant, des Treg spécifiques d’antigènes associés au Dt1 pourraient se développer 
chez les souris NOD Tssp° et inhiber le développement du Dt1. De même, il est possible 
que le répertoire T CD4 spécifique de MOG35-55 soit enrichi en Treg. Ceux-ci pourraient 
inhiber l’activation et la différenciation en effecteurs pathogènes des cellules T CD4 
spécifiques de MOG35-55. De plus, dans les modèles d’EAE, la présence de Treg dans le 
SNC favorise les rémissions chez la souris. Nos données indiquent que, dans un modèle 
d’EAE induite par immunisation avec MOG35-55, les souris NOD Tssp° font plus de 
rémissions que les souris NOD WT et ces rémissions sont en moyennes plus longues 
chez les souris NOD Tssp° que chez les souris NOD WT. Ces données sont en accord 
avec un recrutement plus important de Treg spécifiques d’antigènes dérivés de la 
myéline dans le SNC des souris NOD Tssp° que chez les souris NOD WT. Dans le SNC 
des souris NOD Tssp°, des Treg spécifiques de MOG35-55 pourraient inhiber la 
restimulation des LT pathogènes par les APC dans le SNC. Cette étape est nécessaire à 
l’infiltration et aux fonctions pathogènes des LT dans le SNC. Nos données indiquent 
que l’infiltration de cellules effectrices dans le SNC des souris NOD Tssp° est réduite 
comparativement aux souris NOD WT. L’analyse de la réponse des LT CD4 spécifiques 
de MOG35-55 par ELISpot indique que l’avidité du répertoire T CD4 spécifique de MOG35-
55 serait réduite chez les souris NOD Tssp° comparativement aux souris NOD WT. De 
plus, l’avidité du répertoire privé T CD4 spécifique de S100β1-15 est également réduite. 
Ainsi, la déficience en TSSP pourrait favoriser la différenciation de LT CD4 exprimant 
des TCR de forte affinité pour S100β1-15 ou MOG35-55 en Treg qui pourrait ensuite 
inhiber le développement de l’EAE et du Dt1. 
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TSSP régulerait la présentation d’antigènes dans le thymus et favoriserait la 
diversification du répertoire T CD4 spécifique du non-soi en limitant la tolérance 
au soi 
 
Dans ce contexte, le maintien de TSSP au niveau évolutif est surprenant. Cependant, 
l’analyse de la réponse T CD4 à des antigènes du non-soi montre que la réponse 
spécifique de HEL est réduite chez les souris NOD Tssp° comparativement aux souris 
sauvages (Viret et al., 2011a). Encore une fois, cette réduction de réponse résulte de la 
délétion dans le thymus des thymocytes exprimant un TCR spécifique de HEL. L’analyse 
du répertoire T CD4 spécifique de HEL montre une altération du répertoire TCRβ 
dominant. Ainsi, la déficience en TSSP inhibe aussi le développement du répertoire T 
CD4 spécifique du non-soi.  
 
L’une des stratégies d’échappement mise en place par les pathogènes consiste à mimer 
le soi. Ainsi, de nombreuses protéines d’origine virale ou bactérienne partagent des 
propriétés structurales avec des protéines du soi. On parle alors de mimétisme 
moléculaire. L’activation d’un LT via son TCR est dépendante de l’affinité de ce TCR 
pour les complexes pCMH présentés par les APC en périphérie. Ainsi diverses études 
ont montré qu’un LT peut être activé par plusieurs ligands partageant des propriétés 
structurales ou chimiques (Sloan-Lancaster and Allen, 1996). Par conséquent, un LT 
exprimant un TCR avec une forte affinité pour un peptide dérivé d’un pathogène peut 
également avoir une certaines affinité pour des peptides dérivés du soi. La sélection 
négative dans le thymus est induite par une interaction de forte affinité entre le TCR du 
thymocyte et le complexe pCMH du soi à la surface de l’APC. Dans le thymus, la 
présentation d’un peptide dérivé du soi ayant un fort mimétisme moléculaire avec un 
peptide dérivé d’un pathogène pourrait donc induire la délétion des thymocytes 
exprimant un TCR de forte affinité pour le non-soi et d’affinité plus faible pour le soi si 
celle-ci est suffisante. Ainsi, si les mécanismes de tolérance centrale sont trop forts, le 
répertoire T risque d’être amputé d’une certaine affinité pour le non-soi. Ainsi, TSSP en 
limitant la présentation de certains peptides du soi limiterait le risque de sélectionner 
négativement des LT potentiellement utiles en cas d’infection. De plus, en conservant 
une certaine affinité pour le soi, le répertoire T CD4 conserverait une capacité de 
 191 
réponse contre le soi transformé comme les antigènes tumoraux. Ainsi, TSSP, en 
limitant la tolérance au soi par un mécanisme indéterminé, permettrait une certaine 
diversification du répertoire T CD4 qui conserverait une capacité de reconnaissance 
des antigènes associés à des pathogènes présentant un certain mimétisme avec des 
antigènes du soi. La contrepartie est l’émergence d’un répertoire T CD4 un peu plus 
affin pour le soi. Dans un contexte génétique favorable comme chez la souris NOD, cette 
diversification du répertoire T CD4 favoriserait l’émergence d’autoimmunité. 
 
Des données de notre laboratoire et d’autres groupes démontrent que la déficience en 
TSSP perturbe la sélection positive de certains TCR chez la souris C57BL/6 et la 
sélection positive et négative chez la souris NOD (Gommeaux et al., 2009; Mahiddine et 
al., unpublished; Viret et al., 2011b). Ainsi, dans le contexte de la sélection positive par 
les cTEC, TSSP favoriserait la présentation d’épitopes nécessaires à la sélection de 
certains TCR. A l’inverse, dans le cas de la sélection négative, TSSP inhiberait la 
présentation d’épitopes nécessaires à l’élimination des cellules T CD4 spécifiques du 
soi. Ces fonctions à première vue contradictoires sont en fait une propriété commune 
aux autres protéases impliquées dans la présentation d’antigènes par le CMH-II. 
Comme décrit en introduction, les cathepsines, AEP et la thiol réductase GILT sont 
capable de favoriser ou d’inhiber la présentation de certains antigènes au moins in 
vitro. Ainsi en favorisant ou en inhibant la présentation d’antigènes dans le thymus, 
TSSP régulerait à la fois les mécanismes de sélection positive et négative. La fonction 
précise de TSSP est encore inconnue. Des analyses in silico suggèrent que TSSP serait 
une exopeptidase. Ainsi, en catalysant le clivage d’un résidu à une extrémité d’un 
peptide, TSSP pourrait favoriser ou inhiber le chargement de celui-ci dans le sillon 
peptidique du CMH-II. De plus, en éliminant les résidus flanquant le cœur du peptide, 
TSSP pourrait réguler la stabilité du peptide dans le sillon du CMH-II. Finalement, TSSP 
pourrait également agir indirectement sur la présentation antigénique en régulant 
l’activité d’autres protéases de la voie classe II ou le transport intracellulaire et 
intercellulaire d’antigènes. Ainsi, nous avons observé que l’absence de TSSP dans le 
compartiment radiorésistant, et par conséquent dans les cTEC, peut induire une 
augmentation de la sélection négative de cellules spécifiques de S100β1-15. Comme 
décrit en introduction, le groupe de Hogquist a montré qu’un antigène exprimé 
exclusivement par les cTEC pouvait par transfert aux DC résidentes du cortex, induire 
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la délétion de cellules T spécifiques (McCaughtry et al., 2008). Ainsi, TSSP dans les cTEC 
pourrait inhiber le transfert de S100β depuis les cTEC vers les DC du cortex que ce soit 
sous forme d’antigène ou de complexe pCMH-II. En l’absence de TSSP, l’augmentation 
de l’expression de complexes CMH-II: S100β1-15 à la surface des DC induite par transfert 
depuis les cTEC, favoriserait la délétion de thymocytes exprimant un TCR spécifique. 
 
L’impact de la déficience en TSSP sur le développement du répertoire T CD4 
pourrait être dépendant du contexte génétique 
 
Comme chez les souris NOD, chez les souris C57Bl/6 déficientes en TSSP, le 
développement du compartiment T CD4 n’est pas globalement affecté (Cheunsuk et al., 
2005; Gommeaux et al., 2009). En revanche, le développement de LT CD4 
transgéniques pour les TCR OT-II et Marylin est inhibé (Gommeaux et al., 2009). Les 
auteurs de cette étude associent ce défaut de développement à un défaut de sélection 
positive cohérent avec une expression de TSSP par les cTEC. Ces résultats suggèrent 
que TSSP contrôlerait la sélection positive de certains LT CD4 en modulant la 
présentation de certains antigènes par le CMH-II dans les cTEC.  
 
Du fait des particularités de la molécule de CMH-II I-Ag7 exprimé chez la souris NOD, 
l’impact de TSSP sur la présentation de certains antigènes pourrait être influencé par la 
capacité de I-Ag7 à lier les peptides générés sous l’influence de TSSP. Nos résultats 
suggèrent que TSSP inhiberait la présentation de certains peptides dans le thymus des 
souris NOD. Cependant, à l’instar des autres protéases de la voie de présentation 
d’antigènes par le CMH-II, TSSP pourrait également favoriser la génération de certains 
peptides. La molécule I-Ag7 étant particulièrement inefficace à lier des peptides il est 
possible que les peptides favorisés par TSSP ne soient pas présentés ou soient 
présentés dans un registre particulier. Ainsi, dans un contexte génétique différent, TSSP 
pourrait ne pas avoir le même impact sur le développement du répertoire T CD4 
autoréactif que chez la souris NOD. Afin de tester cette hypothèse, nous avons croisé 
nos souris NOD Tssp° avec des souris C57Bl/6 afin de générer une souris C57Bl/6 
Tssp°. Ce modèle est particulièrement intéressant car les souris C57Bl/6 présentent 
dans leur répertoire T CD4 encéphalitogène, induit par MOG35-55, une proportion 
importante de LT dits bi-réactifs qui expriment un TCR spécifique à la fois de MOG35-55 
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et de NF-M15-35 (Lucca et al., 2014). Cependant, des résultats préliminaires, obtenus 
après 8 croisements en retour sur le fond C57Bl/6, suggèrent que les souris C57Bl/6 
Tssp° développent une EAE induite par MOG35-55 équivalente aux souris C57Bl/6 WT 
issus des mêmes croisements. Ce résultat nécessite bien entendu d’être confirmé 
notamment en comparant la réponse T CD4 spécifique de MOG chez les souris C57Bl/6 
WT et C57Bl/6 Tssp°. Néanmoins, il est possible que, dans le contexte du CMH-II I-Ab 
exprimé par les souris C57Bl/6, la déficience en TSSP n’influence pas la tolérance à 
MOG35-55. Il est également possible que la déficience en TSSP dans ce modèle influence 
le développement d’une partie du répertoire spécifique de MOG35-55 mais que le 
répertoire résiduel soit suffisant pour induire la pathologie de façon équivalente aux 
souris C57Bl/6 WT. Toutefois, en l’état actuel des choses, l’impact de la déficience en 
TSSP sur la sensibilité aux pathologies autoimmunes semble dépendant du contexte 
génétique. 
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En conclusion, ce travail de thèse met en évidence l’impact de la déficience en TSSP 
chez les souris NOD sur le développement du répertoire T CD4 autoréactif polyclonal 
autospécifique. Ainsi, dans le thymus, la déficience en TSSP accentue les mécanismes de 
tolérance centrale et ainsi diminue l’avidité du répertoire T CD4 privé spécifique de 
S100β, un antigène associé au Dt1 chez la souris NOD. 
 
La déficience en TSSP influence plus globalement la sensibilité des souris NOD aux 
pathologies autoimmunes. Ainsi après immunisation avec MOG35-55, les souris NOD 
Tssp° développent une EAE moins sévère que les souris NOD WT. Ce phénotype corrèle 
avec une réduction de la réponse et potentiellement de l’affinité du répertoire TCD4 
spécifique de MOG35-55. 
 
Dans son ensemble, ce travail suggère que, chez la souris NOD, TSSP en limitant la 
présentation d’antigènes tissulaires dans le thymus favorise le développement d’un 
répertoire T CD4 de haute affinité pour le soi. 
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Type	1	diabetes	is	a	chronic	autoimmune	disease	in	which	genetic	predispositions	affect	the	immune	system,	
leading	to	a	loss	of	T	cell	tolerance	to	β	cells	and	consequent	T	cell–mediated	destruction	of	insulin-produc-
ing	islet	cells.	Genetic	studies	have	suggested	that	PRSS16	is	linked	to	a	diabetes	susceptibility	locus	of	the	
extended	HLA	class	I	region	in	humans.	PRSS16	encodes	what	we	believe	to	be	a	novel	protease,	thymus-spe-
cific	serine	protease	(TSSP),	which	shows	predominant	expression	in	thymic	epithelial	cells	and	is	suspected	
to	have	a	restricted	role	in	the	class	II	presentation	pathway.	Consistently,	Tssp	is	necessary	for	the	intrathymic	
selection	of	few	class	II–restricted	T	cell	receptor	specificities	in	B6	mice.	To	directly	assess	the	role	of	Tssp	in	
autoimmune	diabetes,	we	generated	Tssp-deficient	(Tssp°)	NOD	mice.	While	remaining	immunocompetent,	
Tssp°	NOD	mice	were	protected	from	diabetes	and	severe	insulitis.	Diabetes	resistance	of	Tssp°	NOD	mice	
was	a	property	of	the	CD4	T	cell	compartment	that	is	acquired	during	thymic	selection	and	correlated	with	an	
impaired	selection	of	CD4	T	cells	specific	for	islet	antigens.	Hence,	in	the	NOD	mouse,	Tssp	is	a	critical	regula-
tor	of	diabetes	development	through	the	selection	of	the	autoreactive	CD4	T	cell	repertoire.
Introduction
Type 1 diabetes (T1D) is a complex autoimmune disease char-
acterized by a T cell–mediated destruction of pancreatic β cells. 
In NOD mice, which spontaneously develop diabetes with many 
characteristics of human T1D, it is now clear that both CD4 
and CD8 T cells contribute equally to disease development, 
since absence of either subset prevents insulitis and diabetes 
(reviewed in ref. 1). However, in both mice and humans, the 
most important genetic determinants in diabetes susceptibility 
lie in the MHC locus and in particular the MHC class II 
locus. The human and mouse class II susceptibility molecules 
HLA-DQ2/DQ8 and I-Ag7 contain a substitution of the Asp57 
amino acid of the β chain that impacts the peptide repertoire 
presented by these class II molecules and alters the stability of 
the peptide-MHC complexes (2–4). It is noteworthy that the 
peculiar class II I-Ag7 molecule is associated with an increased 
frequency of autoreactive CD4 T cells (5).
PRSS16 was initially described as a gene of the extended HLA 
region linked to a diabetes susceptibility locus in humans (6, 
7). PRSS16 encodes a serine protease, thymus-specific serine 
protease (TSSP), that belongs to the family of lysosomal Pro-
Xaa serine exopeptidases that includes lysosomal prolyl car-
boxypeptidase and dipeptidyl peptidase II/VII. TSSP is pre-
dominantly expressed by thymic epithelial cells (TECs) of the 
cortex (cTECs) (8, 9). Expression in the endosomal compart-
ment of cTECs and homology with endosomal proteases led to 
the hypothesis that TSSP might contribute to the generation 
of the peptide repertoire presented by MHC class II molecules 
in the thymus and consequently to T cell repertoire selection 
(8, 9). Tssp-deficient (Tssp°) B6 mice showed normal CD4 T cell 
development in the thymus and normal numbers of peripheral 
CD4 T cells expressing polyclonal TCRs, indicating that Tssp, 
in contrast to cathepsin L, has no quantitative impact on T cell 
repertoire selection (10, 11). However, the thymic development 
of CD4 T cells expressing I-Ab–restricted TCR transgenes (OT-II 
and Marilyn) is impaired in Tssp° B6 mice, while the develop-
ment of TCR transgenic CD8 T cells (OT-I) proceeded normally 
(11). Thymic expression of Tssp is therefore necessary for the 
selection of some MHC class II–restricted TCRs. These different 
results argue for a restricted role of Tssp in the MHC class II 
presentation pathway in the thymus.
The adverse selection of self-reactive T cells specific for islet 
antigens (Ags) during T cell development in the thymus is con-
sidered as a major, though not the sole, contributor to diabetes 
development (12–15). Indeed, the peripheral T cell repertoire 
of NOD mice is highly autoreactive and includes specificities 
for several islet Ags (16). Diabetogenic T cells target differ-
ent islet Ags, including insulin, glutamic acid decarboxylase 
65 (GAD65), insulinoma-associated protein 2 (IA-2), phogrin 
(IA-2β), and islet-specific glucose-6-phosphatase catalytic 
subunit-related protein (IGRP), and T cells specific for insu-
lin, GAD65, and IGRP are present in peripheral lymphoid 
organs of naive NOD mice, indicating defective thymic toler-
ance to these autoantigens (17–21). Given the implication of 
Tssp in the intrathymic selection of some T cell specificities 
in B6 mice, we examined the possibility that Tssp may con-
trol the selection of autoreactive T cells essential for diabetes 
initiation/development and consequently autoimmune diabe-
tes in the NOD mouse.
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Results
Tssp° NOD mice are resistant to insulitis and diabetes. To evaluate the 
role of Tssp in the development of autoimmune diabetes, we 
generated Tssp° NOD mice by backcrossing Prss16–/– B6 mice 
onto the NOD background for up to 13 generations (see Supple-
mental Methods and Supplemental Figure 1 for genetic char-
acterization; supplemental material available online with this 
article; doi:10.1172/JCI43314DS1). Heterozygous Prss16+/– mice 
were intercrossed at the sixth (N6F2), tenth (N10F2), and thir-
teenth (N33F2) backcross generation to generate Tssp° NOD 
mice and WT control littermates. While WT control female mice 
at the 6-backcross generation developed diabetes as early as 14 
weeks of age, with a penetrance close to 60% by 30 weeks of age, 
Tssp° NOD littermates were completely protected from disease 
(Figure 1A). Similarly, Tssp° NOD mice at the 10- and 13-back-
cross generation were fully resistant to diabetes development, 
further supporting the conclusion that protection is, in these 
mice, due to the absence of Tssp and not to background gene 
effects (data not shown and Figure 1B). Regarding insulitis, we 
found that while nondiabetic WT control mice showed an age-
dependent progressive insulitis characterized by peri-, marked, 
or full insulitis, Tssp° mice showed only limited infiltration 
even at 40 weeks of age (Figure 1C).
Tssp deficiency therefore reduced the severity of insulitis and pre-
vented spontaneous autoimmune diabetes in NOD mice. The remark-
able phenotype of Tssp° mice suggests that Tssp deficiency may affect 
a critical and early event in diabetes initiation/development.
Tssp° NOD mice are immunocompetent. In agreement with previous 
reports (10, 11), Tssp° NOD mice showed normal T cell develop-
ment and no global defect in positive or negative T cell selection 
in the thymus (Supplemental Figure 2). Furthermore, the Vβ-seg-
ment usage by mature peripheral CD4 and CD8 was similar in 
Tssp° and WT control mice (Supplemental Figure 3). Altogether, 
these results indicate that there are no global defects in positive 
and negative selection of polyclonal T cells in Tssp° NOD mice. 
Moreover, there was no alteration of the frequency of γδ T cells and 
NK and NKT cells in Tssp° NOD mice (data not shown).
In the periphery, the T cell populations of lymphoid organs 
were also normal in Tssp° NOD mice (Supplemental Figure 4). 
There was no difference with control mice in terms of CD5 expres-
sion level or in the frequency of T cells with effector/memory 
phenotype, as evidenced by the comparable levels of expression 
of CD44, CD69, and CD25 (Supplemental Figure 4, B–D). Con-
cerning functional aspects, we found that the in vitro prolifera-
tive response to polyclonal activators and the in vivo response 
to peptide immunization of Tssp° CD8 T cells were comparable 
to those of WT controls (Figure 2, A and B). Furthermore, the 
cytotoxic function of alloreactive CD8 T cells was not altered in 
Tssp° NOD mice (Figure 2C). Similarly, the in vitro proliferation 
induced by anti-CD3 stimulation and the in vitro differentia-
tion of Tssp° CD4 T cells into Th1 and Th2 effector cells pro-
ceeded normally (Figure 3, A and B). Likewise, the Ig response to 
T-dependent Ags was also normal in Tssp° NOD mice, further 
indicating that activation and differentiation of CD4 T cells into 
Figure 1
Tssp° NOD mice are protected from spontaneous diabetes and insulitis. Diabetes incidence in Tssp° (KO) and WT (A) N6F2 and (B) N13F2 
female NOD mice (n indicates the number of mice). (C) Pancreatic sections from normoglycemic Tssp° (9 and 40 weeks old) and WT (9–20 
weeks of age) N13F2 female NOD mice were scored blind for insulitis (grade 0, healthy islets; grade 1, focal peri-insulitis; grade 2, circular peri-
insulitis; grade 3, insulitis). The number of mice and islets (isl.) scored for each age group is indicated. For statistical analysis, WT and KO mice 
were compared, and P values are shown.
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effector cells and B cell activation were unaltered in Tssp° mice 
(Figure 3C). Collectively, these different results show that Tssp° 
NOD mice do not demonstrate major immune dysfunction and 
are thus globally immunocompetent.
Tssp° NOD mice are not intrinsically resistant to T1D development. To 
decipher the mechanism of diabetes resistance of Tssp° NOD mice, 
we first determined whether Tssp deficiency might interfere with 
the access of lymphocytes to pancreatic islets or with the suscep-
tibility of the mutant pancreata to immune attack. We therefore 
adoptively transferred splenocytes from prediabetic, WT control 
NOD female mice into Tssp° NOD/SCID mice. Under these con-
ditions, we also evaluated the ability of the Tssp° environment, 
including DCs, to support the activation of diabetogenic T cells. 
Diabetes onset and penetrance were comparable, regardless of 
whether or not the NOD/SCID hosts expressed Tssp (Figure 4A). 
Tssp° NOD mice are therefore not intrinsically resistant to auto-
immune diabetes, suggesting that the diabetes resistance of Tssp° 
NOD mice is an attribute of their immune system. To test this 
hypothesis, we performed the reverse experiment and transferred 
into Tssp-sufficient NOD/SCID female mice splenocytes from 
6-week-old Tssp° or WT control NOD female donors. All NOD/
SCID mice injected with WT splenocytes developed diabetes within 
8 to 15 weeks after transfer (Figure 4B). In contrast, diabetes inci-
dence remained very low in NOD/SCID mice reconstituted with 
Tssp° splenocytes (Figure 4B). Indeed, diabetes onset was mark-
edly delayed relative to that of controls, starting at 17 to 20 weeks 
after transfer, and disease penetrance remained limited, with less 
than 27% of the mice developing disease at 35 weeks after adoptive 
transfer. Hence, the diabetes resistance of Tssp° NOD mice reflects 
a property of their immune system.
Diabetes resistance of Tssp° NOD mice is a property of the CD4 T cell 
subset. Published in situ hybridization studies showed that Tssp 
is predominantly expressed by cTECs but not to significant lev-
els in the hematopoietic compartment (8, 9, 22). In agreement, 
we found very high levels of Prss16 mRNA in cTECs but not in 
medullary TECs. Though at lower lev-
els, Prss16 was also expressed by thy-
mic DCs and mainly by mature CD4+ 
thymocytes (CD4–single-positive 
[CD4-SP] thymocytes) (Supplemental 
Figure 5). In the periphery, naive and 
activated B cells also expressed Prss16, 
but, importantly, peripheral DCs did 
not express detectable levels of Prss16 
mRNA (Supplemental Figure 5).
Since Tssp is related to lysosomal 
serine proteases, it may have a role in 
the antigen-processing pathway and 
thus affect the processing/presenta-
tion of pancreatic β cell determinants 
by peripheral APCs and consequently 
diabetogenic T cell activation. A defect 
in the processing/presentation of islet 
Ags by peripheral DCs is unlikely to 
contribute significantly to the full dia-
betes resistance of Tssp° NOD mice, 
since peripheral DCs did not express 
Tssp and since Tssp° DCs in Tssp° 
NOD/SCID mice efficiently activated 
diabetogenic T cells (Figure 4A and 
Supplemental Figure 5). Presentation of islet Ags by B cells may 
also contribute to T1D, though this lymphocyte subset may have 
additional implications in the pathogenesis of diabetes (23, 24). 
Since NOD B cells express Tssp, we evaluated the role of this sub-
set in the reduced capacity of Tssp° NOD splenocytes to induce 
diabetes upon transfer into NOD/SCID mice. For this experiment, 
donor splenocytes were depleted of the B cell subset, and these 
T cell populations were complemented with purified B cells of 
either genotype. Regardless of the origin of the B cell population 
(WT or Tssp°), the reconstituted NOD/SCID mice had a com-
parable diabetes incidence (Figure 4C). These results show that 
processing/presentation of islet Ags by B cells is not substantially 
affected in Tssp° NOD mice and suggest a role for T cells in the 
diabetes resistance of Tssp° NOD mice. Indeed, NOD/SCID mice 
reconstituted with Tssp° T cells together with WT B cells showed a 
reduced disease progression that was comparable to that observed 
after transfer of total Tssp° splenocytes (Figure 4C versus Figure 
4B). To further examine, within the T cell subset, the relative role 
of CD4 or CD8 T cells in the reduced diabetes caused by mutant 
splenocytes in NOD/SCID mice, we depleted WT splenocytes of 
either CD4 or CD8 T cells and replaced them with the correspond-
ing T cell subset isolated from either WT or Tssp° mice prior to 
adoptive transfer. The inoculum is therefore composed of WT 
B cells together with CD4 and CD8 T cells of either genotype. Con-
trol NOD/SCID mice infused with CD4 or CD8 T cell–depleted 
WT splenocytes did not develop diabetes, indicating that, under 
the condition used, both CD4 and CD8 subsets were required for 
disease progression (Figure 4D). Regardless of the origin of the 
CD8 T cell population, the reconstituted NOD/SCID mice had 
a comparable diabetes incidence (Figure 4D). In contrast, when 
CD4 T cells originated from Tssp° NOD mice, diabetes incidence 
and progression were reduced, with only 20% of the mice develop-
ing disease, starting at 17 weeks after transfer, as observed upon 
transfer of total Tssp° splenocytes (Figure 4D). Collectively, these 
results clearly indicate that CD4 T cells are mainly responsible 
Figure 2
Functional characterization of CD8 T cells from Tssp° and control NOD mice. (A) Proliferative 
response of purified CD8 LN T cells isolated from WT and Tssp° NOD mice after stimulation with 
anti-CD3/CD28 Abs. Syngeneic responses (<1,000 cpm) are subtracted. (B) In vitro recall response 
of CD8 T cells isolated from WT and Tssp° NOD mice immunized subcutaneously with HA512–520 
peptides emulsified in CFA. The peptide concentration used for in vitro challenge is shown. Syn-
geneic responses (<1,000 cpm) are subtracted. (C) Naive CD8 T cells isolated from WT and Tssp° 
NOD mice were cultured in the presence of allogenic C57BL/6 stimulators. The cytolytic activity in 
the presence of EL4 (C57BL/6) thymoma cells is shown. E:T, effector-to-target ratio. Each symbol 
shape corresponds to 1 individual mouse. The data are representative of at least 3 experiments.
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for the lowered capacity of Tssp° splenocytes to cause diabetes in 
NOD/SCID hosts, further suggesting that diabetes resistance of 
Tssp° NOD mice is a property of the CD4 T cell subset.
Tssp° NOD mice do not show exacerbated Treg function. Among CD4 
T cells, CD25+CD4+Foxp3+ Tregs are important negative regula-
tors of autoreactive T cells, including diabetogenic T cells (25–28). 
We therefore determined whether increased Treg activity could at 
least in part explain the diabetes resistance of Tssp° NOD mice. We 
found that the frequency and number of CD25+Foxp3+CD4+ Tregs 
was comparable in all lymphoid organs of WT and Tssp° NOD mice 
(Supplemental Figure 6). We further examined the regulatory poten-
tial of Tssp° lymphocytes by mixing Tssp° and WT splenocytes in 
the NOD/SCID transfer system, reasoning that if Tssp° splenocytes 
comprise an exacerbated T suppressor activity, diabetes induced by 
WT splenocytes should be substantially delayed in its onset and/or 
reduced in its severity by the copresence of Tssp° splenocytes. We 
found that both the onset and the maximal penetrance of diabetes 
were the same in mice receiving a WT or a mixed inoculum (Fig-
ure 5A). Importantly, the lack of difference in the disease profiles 
of these 2 experimental groups was not due to an altered persis-
tence/survival of Tssp° Tregs, since the representation of WT and 
Tssp° Tregs remained comparable 8 weeks after adoptive transfer 
(Figure 5B). To more directly assess the regulatory activity of Tssp° 
CD25+CD4+ Tregs, we depleted the spleen population of prediabetic 
WT NOD mice of CD25+ T cells and complemented this popula-
tion with the same number of CD25+CD4+ Tregs isolated from age-
matched WT or Tssp° NOD mice. We found that the addition of 
WT or Tssp° CD25+CD4+ Tregs was equally able to significantly 
delay diabetes onset in this experimental system (Figure 5C). Col-
lectively, these results show that Tssp° splenocytes and Tregs do not 
express an exacerbated T suppressor activity.
Finally, when diabetes was induced by administration of cyclo-
phosphamide (CY), Tssp° NOD male mice were more resistant 
than WT control male mice (Figure 5D). Since CY treatment 
alters the immunosuppressive activity and promotes the apopto-
sis of CD25+CD4+ T cells (29), the reduced susceptibility of Tssp° 
NOD mice to CY-induced diabetes also argues against an enforced 
T suppressor cell activity in NOD mice lacking Tssp. Hence, full 
resistance to diabetes in Tssp° NOD mice is unlikely to be due to 
exacerbated immunosuppression mediated by CD4 Tregs.
Tssp° NOD mice respond to some but not all islet Ags. The above results 
suggested that the diabetes resistance of Tssp° NOD mice is a 
property of conventional CD4 T cells. Since thymic expression of 
Tssp is necessary for the development of some class II–restricted 
TCRs (11, 30), we considered the possibility that Tssp may likewise 
control the intrathymic selection of some islet-specific CD4 T cells, 
and, thus, its absence may introduce some holes in the autoreactive 
T cell repertoire. We therefore analyzed the response of Tssp° and 
Figure 3
Functional characterization of naive CD4 T cells and B cells from Tssp° and WT control NOD mice. (A) Proliferative response of purified CD4 
LN T cells isolated from WT and Tssp° NOD mice after stimulation with anti-CD3/CD28 Abs in the presence of irradiated syngeneic splenocytes. 
One experiment with 2 individual mice (represented by a circle and a rectangle) of each genotype is shown. Syngeneic responses (<1,000 cpm) 
are subtracted. (B) In vitro differentiation of purified naive CD4 T cells isolated from WT or Tssp° NOD mice into Th1 and Th2 effector subsets 
upon anti-CD3/CD28–mediated stimulation performed under neutral and polarizing culture conditions, as indicated. The percentage of cells 
within each quadrant is indicated. (C) Ig primary response of Tssp° and WT control NOD mice to KLH. Mice were immunized with alum-mixed 
KLH, and sera were collected at day 10 prior to ELISA for KLH-specific IgG1, IgG2a, IgG2b, and IgM Abs. Preimmune sera were all negative in 
the assay (data not shown). The serum dilutions are shown on the x axis. One experiment with 2 individual mice (represented by a triangle and 
a rectangle) of each genotype is shown.
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WT control NOD mice to the immunodominant peptide of known 
islet autoantigens suspected to play a role in diabetes development 
(16). Mice were immunized with the corresponding Ag in CFA, and 
their recall response was analyzed in vitro. Quite unexpectedly in 
light of the foremost role of insulin in diabetes development (31, 
32), we found that the frequency of IL-2–producing CD4 T cells 
specific for Ins9–23 and Ins49–66 was comparable in Tssp° and WT 
NOD mice (Figure 6). Likewise WT and Tssp° NOD mice respond-
ed similarly to the GAD206–220 peptide and the known IGRP immu-
nodominant epitopes (Figure 6). However, while all WT NOD mice 
responded to the IA-2β755–777 epitope of phogrin, a transmembrane 
protein found in the secretory granules of pancreatic islet cells, only 
1 out of 5 Tssp° NOD mice analyzed responded to that epitope 
and at a lower level than that of control WT mice (Figure 6). Tssp° 
NOD mice are therefore tolerant to some islet Ags.
Tssp is necessary for the intrathymic differentiation of some islet-specific 
CD4 T cells. To further examine whether tolerance to IA-2β755–777 
results from central or peripheral mechanisms, we generated 
retrogenic mice in which BM precursors from NOD/SCID mice 
were transduced with a bicistronic retrovirus encoding rearranged 
TCRα and TCRβ chains of a given, islet-specific CD4 T cell clone, 
along with EGFP, prior to injection into Tssp° or WT NOD/SCID 
mice (33, 34). Due to a defect in DNA repair enzymes, NOD/SCID 
hosts were only mildly irradiated. The thymus of Tssp° NOD/
SCID hosts therefore also contained host-derived Tssp° DCs that 
may, in addition to Tssp° TECs, contribute to any alteration of 
the intrathymic differentiation of the transduced thymocytes. 
Due to the SCID mutation of the donor and host BM cells, gen-
eration of double-positive (DP) and single-positive (SP) thymo-
cytes was not observed when donor BM cells were transduced 
with empty vectors (data not shown). Hence, expression of the 
retrovirally encoded TCR is necessary for differentiation into DP 
and CD4-SP thymocytes.
We first examined the development of a GAD206–220–specific 
TCR (PA19; ref. 34). In agreement with the functional data, the 
intrathymic differentiation of thymocytes expressing this TCR was 
comparable, regardless of whether or not the host expressed Tssp. 
Indeed, the percentage of DP and CD4-SP thymocytes and the level 
of TCR expression by these 2 subpopulations were comparable for 
WT and Tssp° NOD/SCID hosts (Figure 7A and Supplemental 
Figure 7A). In sharp contrast, the differentiation of CD4 T cells 
expressing the IA18 TCR specific for the IA-2β755–777 epitope was 
impaired in Tssp° NOD/SCID hosts as compared with that of WT 
NOD/SCID hosts (Figure 7B and Supplemental Figure 7B). Injec-
tion of IA18-transduced NOD/SCID BM cells into Tssp-sufficient 
hosts (IA18 → WT) led to the development of DP and CD4-SP thy-
mocytes expressing high levels of IA18 TCR (Figure 7B and Sup-
plemental Figure 7B). Despite some interindividual variations, the 
thymocyte staining profile was dramatically altered when the same 
transduced BM cells were injected into Tssp° hosts (IA18 → KO; 
Figure 7B and Supplemental Figure 7B). Hence, DP immature thy-
mocytes expressed low TCR levels, and the percentage of CD4-SP 
thymocytes was severely reduced in some mice. Furthermore, in all 
mice these CD4-SP cells expressed lower levels of TCR.
Collectively, these results show that the development of some islet-
reactive CD4 T cells requires Tssp expression in the thymus. While 
IA-2β may be an autoantigen important for diabetes development, 
this Ag is unlikely an essential autoantigen, since NOD mice with 
Figure 4
Diabetes resistance of Tssp° NOD mice is a property of their mature CD4 T cell subset. (A) Diabetes incidence in NOD/SCID (SCID-WT) and 
Tssp° NOD/SCID (SCID-KO) mice after injection of splenocytes from prediabetic NOD females. (B) Diabetes incidence in NOD/SCID female 
mice after injection of 10 × 106 to 15 × 106 splenocytes isolated from 6-week-old N10F2 Tssp° or WT control NOD female donors. (C) Splenocytes 
from 6-week-old N10F2 Tssp° or WT control NOD females were depleted of B cells (referred to as T cells) prior to complementation with either 
Tssp° or WT-purified B cells. 15 × 106 cells were transferred to NOD/SCID females. (D) Splenocytes from 5-week-old N10F2 WT NOD females 
were depleted of either CD4 or CD8 T cells and complemented with purified Tssp° cells or WT CD4 cells or CD8 T cells, as indicated. 9 × 106 
cells were i.v. injected into NOD/SCID females. CD4-WT and CD8-WT correspond to noncomplemented CD8 or CD4 T cell–depleted WT sple-
nocytes, respectively. One representative experiment out of 2 performed is shown. For statistical analysis, the different groups were compared 
with WT control mice, and significant P values are shown.
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targeted disruption of IA-2β have normal diabetes incidence (35–37). 
We therefore tested whether lack of Tssp expression in the thymus 
may likewise impair the differentiation of the diabetogenic NY4.1 
TCR (38, 39). For these experiments, we took advantage of existing 
NY4.1 transgenic mice. Since Tssp is expressed by cTECs and thymic 
DCs, we assessed the role of both cell types in the development of the 
NY4.1 TCR using mixed BM chimeras. To examine the role of Tssp° 
radio-resistant TECs in the differentiation of NY4.1 CD4 T cells, 
we reconstituted lethally irradiated Tssp° TCRa-deficient NOD 
mice (NOD-Ca° mice) and, as control, WT NOD-Ca° hosts with 
a 1:1 mix of BM cells from NY4.1 transgenic mice and NOD/SCID 
BM cells (NY4.1 + WT → KO or NY4.1 + WT → WT, respectively). 
Conversely, to evaluate the possible role of thymic DCs in deleting 
developing NY4.1 thymocytes, we reconstituted lethally irradi-
ated NOD-Ca° hosts with a 1:1 mix of BM cells from NY4.1 trans-
genic mice and Tssp° NOD/SCID BM cells (NY4.1 + KO → WT) 
 as a source of Tssp° DCs. Lack of Tssp expression by TECs did not 
lead to significant alteration in the percentage of DP and CD4-SP 
thymocytes or in the expression level of the transgenic β chain 
(Vβ11) by these 2 subpopulations (Figure 8A). In NY4.1 → KO chi-
meras, however, the total number of thymocytes and consequently 
the total number of Vβ11+DP and Vβ11+CD4-SP thymocytes were 
dramatically reduced as compared with those found in NY4.1 → WT 
chimeras (Figure 8B). Highly reminiscent of reenforced negative 
selection (39–42), this decrease in cellularity strongly suggests that 
Tssp° TECs and more likely cTECs cause, either directly or indirect-
ly, the marked deletion of developing NY4.1 thymocytes. Likewise, 
the development of NY4.1-expressing CD4 T cells was impaired 
in chimeras in which only thymic DCs were Tssp° (Figure 8, 
NY4.1 + KO → WT). In this case, the total cellularity was also 
decreased (albeit not as severely as in NY4.1 → KO chimeras) and the 
number of DP thymocytes and percentage and number of Vβ11+ DP 
thymocytes was reduced (Figure 8 and data not shown). Impaired 
transition to mature CD4-SP cells in NY4.1 + KO → WT chimeras 
was further highlighted by the decreased number of CD4-SP cells and 
Vβ11+ CD4-SP cells (Figure 8B and not shown). Tssp° DCs therefore 
induce negative selection of developing NY4.1 CD4 T cells.
These different results show that Tssp expression in the thymus 
is necessary for the development of the NY4.1 and IA18 but not 
PA19 TCRs. They also show that Tssp° cTECs and DCs present 
Figure 5
Diabetes resistance of Tssp° NOD mice is not due to exacerbated T cell–dependent immunosuppression. (A) Diabetes incidence in NOD/SCID 
female mice after transfer of 15 × 106 splenocytes isolated from young Tssp° or WT NOD female donors or a 1:1 ratio of both cell types (15 × 106 
total cells). For statistical analysis, the different groups were compared with the WT control group, and significant P values are shown. (B) CD45.1 
Tssp° and CD45.2 congenic NOD splenocytes were mixed at a 1:1 ratio prior to adoptive transfer into female NOD/SCID mice. Eight weeks later, 
spleen cells were stained for CD4, CD45.1, CD45.2, and Foxp3. One representative FACS profile with the mean percentage (± SD) of Foxp3+ 
T cells between CD4+CD45.1+ (KO) or CD4+CD45.2+ (WT) splenic T cells (n = 3) is shown. (C) Diabetes incidence in NOD/SCID female mice 
after transfer of CD25+ cell–depleted splenocytes isolated from 10-week-old NOD female donors either alone (none) or together with purified 
CD4+CD25+ cells isolated from 6- to 8-week-old WT control (Treg WT) or Tssp° (Treg KO) NOD mice. A total of 5 × 106 cells, containing 14% 
CD4+CD25+ Tregs was injected. Addition of CD4+CD25+ Tregs significantly delayed diabetes onset (P < 0.002). (D) Diabetes incidence of WT 
and Tssp° male NOD mice after 1 (15 days) or 2 (30 days) injections of CY. CY was injected on day 0 and 15. One representative experiment 
out of at least 2 performed is shown.
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an NY4.1 ligand that can induce negative selection of thymocytes 
expressing this TCR, further suggesting that Tssp, in WT mice, 
impairs the presentation of this ligand.
Diabetes resistance of Tssp° NOD mice is acquired during T cell 
differentiation in the thymus. The above results showed that the 
intrathymic differentiation of some but not all islet-specific 
CD4 T cells was impaired in Tssp° NOD mice, suggesting that, 
likewise, the diabetes resistance of Tssp° NOD mice may result 
from altered intrathymic selection of polyclonal CD4 T cells 
that are actively involved in diabetes development. To address 
this issue, we generated BM chimeras. We first determined 
whether the absence of Tssp in the thymic epithelium was suf-
ficient to alter the course of spontaneous diabetes in NOD mice 
by reconstituting lethally irradiated Tssp° or WT control NOD 
mice with BM cells from WT NOD donors. Knowing that the 
peripheral lymphoid and pancreatic environment was not con-
tributing to the diabetes resistance of Tssp° NOD mice (Figure 
4A), this group of BM chimeras permits the evaluation of the 
contribution of Tssp° thymic epithelium to the diabetes resis-
tance of Tssp° mice. Though reconstitution of the peripheral 
CD4 and CD8 compartments was comparable for the different 
BM chimeras, diabetes incidence was significantly reduced in 
Tssp° hosts reconstituted with WT BM cells as compared with 
that of WT hosts (Figure 9). Since both groups of chimeras were 
reconstituted with WT BM cells, the results indicate that dia-
betes resistance is not an intrinsic property of Tssp° T cells but 
instead can be acquired by WT T cells upon maturation in a 
Tssp°, epithelial thymic environment.
The thymic epithelium shapes the T cell repertoire through 
both positive and negative selection of developing T cells, while 
BM-derived cells only induce negative selection (43–45). To 
assess the role of negative selection of diabetogenic T cells in 
the diabetes resistance of Tssp° NOD mice, we generated the 
reverse chimeras, in which Tssp° BM cells were injected into 
irradiated WT hosts. We found that only 1 out of 5 such chime-
ras became diabetic within the 25 weeks of observation, indicat-
ing that negative selection significantly contributes to diabetes 
resistance of Tssp° mice (Figure 9B). Collectively, these results 
show that diabetes resistance is acquired by T cells during their 
development in the thymus by a mechanism that involves nega-
tive selection and possibly also by the lack of positive selection 
of diabetogenic T cells.
Discussion
In this study we analyzed the role of Tssp in the development 
of autoimmune diabetes. We showed that Tssp° NOD mice are 
protected from severe insulitis and from diabetes, suggesting 
that protection affects a critical event in disease initiation. We 
further showed that the diabetes resistance of Tssp° mice is a 
property of the CD4 T cell compartment that does not involve 
dominant tolerance. Instead, diabetes resistance was acquired 
during T cell differentiation in the thymus and correlated with 
impaired thymic differentiation of CD4 T cells specific for some 
islet Ags. Hence, diabetes resistance of Tssp° mice likely results 
from defective selection of CD4 T cells specific for autoantigen(s) 
essential for diabetes initiation/development.
Figure 6
Deficient response of mature CD4 T cells from Tssp° NOD mice to IA-2β755–777 autoantigen. In vitro recall response of CD4 T cells isolated from 
skin draining LNs of WT and Tssp° NOD mice immunized subcutaneously with the indicated peptides. The frequency of IL-2–producing CD4 
T cells specific for the Ins9–23 and Ins49–66 peptides was determined by ELISPOT analysis after stimulation with 30 μg/ml peptide. Otherwise, 
the proliferative response induced by stimulating purified CD4 T cells with the relevant peptide at a concentration of 30 μg/ml is expressed as 
stimulation index (SI). Each symbol corresponds to 1 individual mouse, analyzed in 2 to 3 independent experiments. The black lines correspond 
to the mean value of WT or Tssp° NOD mice. Significant P values are shown.
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In support of our hypothesis of a defective selection of some 
islet-reactive CD4 T cells, we found that Tssp° NOD mice are 
tolerant to IA-2β755–777. We further showed that the development 
of IA-2β755–777–specific CD4 T cells and CD4 T cells expressing 
the diabetogenic NY4.1 TCR requires thymic expression of Tssp. 
Finally, mixed BM chimeras showed that diabetes resistance is 
imposed during thymic selection. Hence, by different approaches, 
we showed that in Tssp° NOD mice the islet-reactive CD4 T cell 
repertoire is purged of some specificities that are essential for dia-
betes development. Diabetes resistance of Tssp° mice may there-
fore result from either impaired selection of CD4 T cells that are 
specific for one or a few essential diabetogenic Ags or from an over-
all reduction of the frequency of islet reactive CD4 T cells targeting 
different islet Ags. We have analyzed the response of Tssp° NOD 
mice to several islet Ags that are targeted by diabetogenic CD4 
T cell clones and found normal responses to the immunodomi-
nant GAD206–220 epitopes and the 3 known IGRP epitopes and nor-
mal frequency of insulin-specific CD4 T cells in both naive and 
primed Tssp° NOD mice. Instead, we found only some specific 
holes in the autoreactive CD4 T cell repertoire of Tssp° mice, sug-
gesting that diabetes resistance more likely results from impaired 
selection of few essential diabetogenic CD4 T cell(s). Spontaneous 
CD4 T cell responses to IA-2β were detected in the NOD mouse 
strain, and IA-2β755–777–specific T cell clones can induce diabetes 
upon transfer into NOD/SCID mice, suggesting that IA-2β may 
be an autoantigen important for diabetes development (35, 36). 
IA-2β is, however, unlikely an essential autoantigen, since NOD 
mice with targeted disruption of IA-2β do not show significant pro-
tection from diabetes (37). Furthermore, NOD/SCID retrogenic 
mice expressing the IA-2β755–777–specific (IA18) TCR show some 
level of insulitis but do not develop diabetes (34). In contrast, the 
yet unknown Ag recognized by the NY4.1 TCR may be an essential 
Ag, since transgenic mice expressing this TCR show high diabe-
tes incidence (38, 39). Identification of the NY4.1 ligand will be 
required to answer this question. Furthermore, Tssp° NOD mice 
will likely permit the identification and characterization of novel 
islet Ags that are important in the pathogenesis of diabetes.
While all Tssp° NOD mice remained free of diabetes, we found that 
20%–30% of NOD/SCID mouse recipients of Tssp° NOD splenocytes 
or CD4 T cells developed diabetes, though with a delayed onset. It is 
remarkable to note that a similar low disease incidence is observed in 
CY-treated Tssp° NOD mice. Hence, Tssp° NOD mice still harbor 
islet-reactive T cells, including diabetogenic T cells that remain silent 
under normal circumstances but may induce disease when subjected 
to homeostatic proliferation. Appearance of low disease incidence 
upon transfer of Tssp° splenocytes into NOD/SCID mice is not sur-
prising, since Tssp° NOD mice have some islet-reactive T cells and 
since the homeostatic proliferation induced by T cell transfer into 
lymphopenic host is known to favor the expansion and activation of 
self-reactive T cells and thus contributes to autoimmune diseases (46, 
47). The low penetrance and delayed onset of disease suggest, however, 
that some CD4 T cells essential for diabetes initiation are underrepre-
sented in the inoculum. Alternatively, the homeostatic proliferation 
could reveal the diabetogenic potential of otherwise nonpathogenic 
CD4 T cells that could induce disease in some mice. Whatever the 
interpretation, the results are consistent with the conclusion that 
diabetes resistance in Tssp° NOD mice results from crippling of the 
autoreactive CD4 T cell repertoire that affects a limited but essential 
number of autoreactive T cell specificities.
A critical issue concerns the mechanisms by which Tssp defi-
ciency may impair thymic development of some autoreactive CD4 
T cells and prevent diabetes development. Reconstitution of lethally 
Figure 7
Thymic expression of Tssp is necessary for the differentiation of 
IA-2β755-777–specific CD4 T cells. NOD/SCID BM cells were transduced 
with retrovirus encoding rearranged TCRα and TCRβ chains, along 
with EGFP. The same transduced BM cells were transferred into NOD/
SCID (WT) or Tssp° NOD/SCID (KO) recipients. Only mice with more 
than 20% EGFP+ thymocytes were considered. The CD4 and CD8 
profile of transduced (EGFP+) total thymocytes and the TCR profile for 
electronically gated EGFP+CD4+CD8+ (DP) and mature EGFP+CD4+ 
(CD4-SP) thymocytes are shown. The percentage of DP and CD4-SP 
thymocytes is indicated in the dot plots and in the histograms, together 
with the percentage and (in parenthesis) the TCR MFI of TCR+ DP 
and CD4-SP thymocytes. Shaded histograms correspond to unstained 
controls. The development of thymocytes bearing (A) the GAD206-220–
specific PA19.5E11 (PA19) TCR and (B) the IA-2β755-777–specific IA18 
TCR is shown. One representative mouse from 1 experiment out of (A) 
2 or (B) 3 performed is shown. Additional mice are depicted in Supple-
mental Figure 7. PA19 → WT refers to injection of PA19-transduced 
NOD/SCID BM cells into Tssp-sufficient hosts; PA19 → KO refers to 
injection of PA19-transduced NOD/SCID BM cells into Tssp° hosts. 
IA18 → WT refers to injection of IA18-transduced NOD/SCID BM cells 
into Tssp-sufficient hosts; IA18 → KO refers to injection of IA18-trans-
duced NOD/SCID BM cells into Tssp° hosts.
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irradiated Tssp° NOD hosts with WT splenocytes indicated that 
Tssp deficiency confined to nonhematopoietic cells could lead to 
disease protection. This result is consistent with a perturbed posi-
tive selection of diabetogenic T cell specificities by TECs lacking 
Tssp, although one cannot exclude that, under such conditions, 
negative selection, driven either directly by the thymic epithelium 
itself or indirectly by endogenous DCs presenting modified deter-
minants captured from Tssp° epithelial cells, may also take place 
(43–45, 48). The thymic profile of NY4.1 → KO chimera is highly 
suggestive of reenforced negative selection of developing NY4.1 
thymocytes by Tssp° TECs. We also show that Tssp° hematopoiet-
ic cells can induce the deletion of thymocytes expressing the NY4.1 
TCR and contribute to disease resistance in BM chimeras, suggest-
ing that Tssp° DCs present agonist ligand that can delete some 
autoreactive CD4 T cells. Tssp function is therefore not confined 
to cTECs but extends to other thymic APCs, likely DCs. In addi-
tion to a role in generating positively selecting ligand presented 
by cTECs (11), Tssp can therefore also impair the presentation of 
some self peptides by DCs and possibly also by cTECs and thus 
prevent tolerance induction to some self Ags. Since peripheral DCs 
do not express Tssp, even in WT NOD mice, these autoreactive 
T cells can be activated by peripheral DCs presenting the corre-
sponding islet Ag and induce diabetes.
We show in this study that Tssp is necessary for the thymic 
development of some islet-specific CD4 T cells. In a parallel study 
in the NOD mouse, likewise, we found that Tssp is required for 
the development of CD4 T cells specific for 1 foreign protein Ag 
(hen egg lysozyme [HEL]) out of 6 tested (30). In this case too, 
impaired development of the corresponding functional CD4 
TCR repertoire could be induced by Tssp° DCs, likely through 
presentation of an HEL-mimotope of sufficient affinity to delete 
HEL-reactive CD4 T cells. Tssp therefore contributes to the diver-
sification of the functional CD4 T cell repertoire. These differ-
ent observations raise the intriguing possibility that the primary 
function of Tssp in the immune system is to somehow limit the 
presentation of self antigens by thymic DCs and consequently 
limit thymic tolerance to increase the diversity of the functional 
CD4 T cell repertoire. While providing selective advantage to 
Figure 8
Impaired thymic development of CD4 T cells expressing the diabetogenic NY.4.1 TCR in Tssp° NOD mice. A 1:1 mix of BM cells from NY4.1 
TCR transgenic NOD mice and WT NOD/SCID BM cells (NY4.1 + WT) or Tssp° NOD/SCID BM cells (NY4.1 + KO) were i.v. injected into lethally 
irradiated NOD-Ca° (WT) or Tssp° NOD-Ca° mice (KO), as indicated (BM mix → host). (A) The CD4 versus CD8 profile of thymocytes and Vβ11 
expression by DP and CD4-SP cells is shown for a representative chimera of each group and control NY4.1 transgenic mice (NY4.1 Tg). The 
percentage of DP and CD4-SP cells is shown in the dot plots as well as the frequency of Vβ11+ cells among DP and CD4-SP cells, respectively. 
(B) Absolute cell numbers of total thymocytes and Vβ11+DP and Vβ11+CD4-SP cells are expressed as mean values ± SEM of 5 individual 
chimeras for the 3 groups of chimeras. Significant P values are shown (*P = 0.02; **P = 0.01; ***P < 0.007; ****P < 0.0003). One representative 
experiment out of a total of 3 performed is shown.
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clear infectious agents, such function may, as observed in the 
NOD mouse, lead to autoimmunity. Further characterization of 
Tssp function will help clarify this interesting possibility.
In conclusion our study provides compelling evidence that the 
serine protease Tssp is critical for thymic selection of CD4 T cells 
that are essential for diabetes development. The alteration in the 
intrathymic selection of the CD4 T cell repertoire observed in the 
NOD (this study) and B6 mouse (11) are consistent with a role for 
Tssp in the MHC class II presentation pathway. Compared with 
the known proteases of the class II pathway, such as the cathepsin 
family and asparagine endopeptidase, Tssp presents features that 
we believe to be unique. Indeed, this is the first example to our 
knowledge of a protease with a restricted impact on T cell reper-
toire selection and a major role in the development of autoreactive 
T cells. A critical issue is whether Tssp has a similar function in 
humans as that reported here for the NOD mouse. Mouse and 
human TSSP present 79% protein sequence homology and a simi-
lar tissue distribution. The structural similarities between the dia-
betes susceptible mouse and human MHC class II molecules and 
the similarities of the known MHC class II–restricted autoantigens 
in mice and humans suggest that the autoreactive T cell repertoire 
will also be conserved. It is therefore possible that the function of 
TSSP is conserved between the 2 species and that TSSP may also 
control diabetogenic CD4 T cell development in humans too.
Methods
Mice and assessment of diabetes and insulitis. NOD/LtJ and NOD/SCID (NOD.
CB17-Prkdcscid/J) mice were purchased from the Charles Rivers Laborato-
ries. NOD-Ca° mice and NY4.1 TCR transgenic mice (38) were from The 
Jackson Laboratory. NOD-CD45.2 congenic mice were provided by Paola 
Romagnoli (Centre de Physiopathologie de Toulouse Purpan). Tssp° B6 
mice (Prss16tm1Mal mice) (11) were backcrossed to NOD/LtJ for up to 13 
generations, and Tssp° NOD, NOD/SCID, NOD-Ca°, and WT control 
mice were generated as described in the Supplemental Methods section. 
Mice were considered diabetic when blood glucose levels exceed 250 mg/dl 
for 2 consecutive weeks, the first positive measurement defining disease 
onset. Histology sections were scored blindly. For CY-induced diabetes, 
10- to 12-week-old male mice were injected intraperitoneally with 250 mg/ml 
CY (Sigma-Aldrich), and diabetes incidence was examined after 2 weeks. A 
second CY injection was performed in case of normal glycosuria.
All experiments involving animals were performed in accordance with the 
institutional guidelines of INSERM, and mouse experimental protocols were 
approved by the local ethics committee of Midi-Pyrénées, Toulouse, France.
T cell proliferation assays. Mice were immunized by subcutaneous injec-
tions into the footpad and tail base of 20 μg HPLC-purified (>95% purity) 
synthetic peptides (GeneCust) emulsified in CFA (Sigma-Aldrich). 
Sequences of the peptides used in this study are shown in the Supplemen-
tal Methods section. Ten days later, CD4 or CD8 T cells were isolated from 
draining LN cell suspensions from primed mice through 2 rounds of neg-
ative selection by using either anti-CD8α (H58.55.8) or anti-CD4 (H129-
19-6) mAbs together with anti-FcγRb (2.4G2), anti-CD11b (M1/70), and 
anti-B220 (RA3-6B2) mAbs and anti-rat IgG-coated magnetic beads 
(Dynabeads, Invitrogen). For polyclonal activation, 2 × 104 to 4 × 104 
purified CD4 or CD8 T cells were stimulated with titrated doses of anti-
CD3 and 1 μg/ml of anti-CD28 mAb along with 106 irradiated (20 Gy) 
NOD splenocytes. For Ag responses, 4 × 105 purified CD4 or CD8 
T cells were stimulated in the presence of the appropriate Ag along with 
106 irradiated (20 Gy) NOD splenocytes. After 3 days, the cultures were 
pulsed with 1 μCi/well of 3H-thymidine (Amersham).
T cell cytotoxicity assay. LNs cells from WT or Tssp° NOD mice (4 × 106 
cells/well) were cultured in the presence of 2 × 106 irradiated allogeneic 
C57BL/6 splenocytes per well for 5 days in the presence of 10 U/ml IL-2 in 
a 24-well plate and used in a cytotoxicity assay against the EL4 (C57BL/6) 
thymoma cells. Cytolytic activity was measured using the CytoTox 96 
colorimetric assay (Promega).
T cell polarization assay. Purified CD4 T cells were stimulated with immo-
bilized anti-CD3 (10 μg/ml) and soluble anti-CD28 (1 μg/ml) mAbs alone 
or in the presence of 3.5 ng/ml IL-12 and 10 μg/ml anti–IL-4 Ab (11B11) 
for Th1 cell differentiation or 10 ng/ml IL-4 and 10 μg/ml anti–IFN-γ 
Ab (XMG1.2) for Th2 cell differentiation, as described previously (49). 
Intracellular staining for IL-4 and IFN-γ were performed after 4 hours of 
stimulation with 50 ng/ml PMA and 500 ng/ml ionomycin in the presence 
of 4 μM Monensin, as previously described (49).
Ab titer. Intraperitoneal immunizations were performed with KLH 
(Sigma-Aldrich) mixed with Imject Alum (Pierce) (50 μg/ml per mouse). 
Sera were collected prior to and 10 days after immunization and frozen. A 
KLH-specific ELISA was run using microplates coated with 20 μg/ml KLH 
(Nunc); biotin-conjugated goat anti-mouse IgG1, IgG2a, IgG2b, and IgM 
(SouthernBiotech); and avidin-conjugated HRP and TMB substrate solu-
tion (BD Biosciences) according to standard procedures.
Figure 9
Diabetes resistance is imposed during thymic differentia-
tion. WT and Tssp° female NOD mice were lethally irradiat-
ed prior to reconstitution with T cell–depleted BM cells pre-
pared from 8-week-old WT and Tssp° NOD female donors, 
as indicated in the figure legend (BM → host). (A) FACS 
analysis of the peripheral blood CD4 and CD8 profile is 
shown. The percentage (mean ± SD) of CD4 (top left quad-
rant) and CD8 T cells (bottom right quadrant) is indicated 
(n = 3). (B) Diabetes incidence in the indicated BM chimeras is 
shown. Diabetes incidence in WT → KO chimeras (P < 0.03) 
and KO → WT chimeras (P < 0.05) is significantly different 
from that of WT → WT chimeras.
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Adoptive transfer and BM chimeras. For adoptive transfer, recipient mice were i.v. 
injected with 10 × 106 to 15 × 106 red blood cell–depleted spleen cells from 5- to 
6-week-old female donors. In some experiments, chimeric splenocytes suspen-
sions were prepared by complementing B220+ cell–depleted splenocytes with 
purified B cells. Splenocytes containing a chimeric T cell subset were prepared 
by depleting splenocytes of either CD4 or CD8 T cells prior to complementa-
tion with purified CD4 or CD8 T cells. For such preparations, functional grade 
Abs to CD4, CD8α, Thy-1, and B220 (eBioscience) were used with anti-rat IgG-
coated magnetic beads in negative selection procedures.
To analyze the suppressive activity of Tssp° and WT Tregs, WT sple-
nocytes were depleted of CD25+ T cells using PE-anti-CD25 and anti-PE-
microbeads (Miltenyi Biotech). For CD4+CD25+ Treg isolation, CD4 T cells 
were purified by negative selection as describe above and CD25+ T cells 
were further isolated using PE-anti-CD25 and anti-PE-microbeads. 5 × 106 
CD25-depleted splenocytes were i.v. injected either alone or together with 
7 × 105 purified Tregs (corresponding to the relative frequency of Tregs in 
the spleen population) into NOD Ca° mice.
For BM chimeras, 6- to 8-week-old female recipient mice were irradiated 
with 10 Gy 6 hours prior to i.v. injection of 4 × 106 T cell–depleted BM 
cells. For the NY4.1 chimeras, host mice were irradiated with 9.5 Gy the day 
before reconstitution with 5 × 106 BM cells from NY4.1 transgenic mice 
together with 5 × 106 NOD/SCID or Tssp° NOD/SCID BM cells. T cell 
development was analyzed 4 weeks after reconstitution.
Flow cytometry. Cells were stained with a combination of FITC-, PE-, allo-
phycocyanin-, and PerCP-Cy5.5–conjugated Abs. The anti-CD4 (clone RM4-5), 
anti-CD8α (clone 53-6.7), anti-CD25 (clone PC61), anti-CD45.1 (clone A20), 
and anti-CD45.2 (clone 104) were obtained from eBioscience. For Foxp3 stain-
ing, cells were stained for surface expression of CD4, CD8α, and CD25 or CD4, 
CD45.1, and CD45.2 prior to intracellular staining with allophycocyanin-con-
jugated FJK-16s mAb or rat IgG2a isotype control by using the anti-mouse/rat 
FoxP3 Staining Set (eBioscience) according to the manufacturer’s instructions. 
Stained cells were acquired on FACSCalibur (Becton Dickinson), and data 
were analyzed using FlowJo software (Treestar). Events were collected within a 
lymphoid gate based on forward-scatter and side-scatter profiles.
Retrogenic mice. TCR retrogenic mice were generated by injection of retro-
virally transduced BM cells into WT or Tssp° NOD/SCID mice irradiated 
with 1 Gy, as previously described (33). In brief, BM-donor NOD/SCID 
mice were injected with 0.15 mg/g body weight of 5-fluorouracil. BM cells 
were recovered 48 hours later and cultured for 48 hours in DMEM medi-
um supplemented with 20 ng/ml IL-3, 50 ng/ml IL-6, and 50 ng/ml SCF 
and infected with retroviral particles. Transduced cells were maintained in 
culture for an additional 48 hours, and 1 × 106 transduced BM cells were 
i.v. injected. The different retroviruses were generated by transfection of 
PlatE (50) packaging line with the appropriate constructs (34), as previ-
ously described (51). Mice were analyzed 4–6 weeks after reconstitution, 
and thymocytes were stained with CD4, CD8, and TCR-Cβ–specific Abs.
Statistics. Diabetes incidence curves were analyzed using the log-rank test 
of Prism software. Two-tailed P values are shown values are shown in the 
corresponding figures. Unpaired 1-tailed Student’s t tests were used other-
wise. P < 0.05 was considered significant.
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contribute to central and peripheral T cell tolerance and,
following maturation, induce the activation and differentiation
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major actors in inflammation. Given these multiple effects on
immune responses, DCs are suspected to contribute to
autoimmune diseases. In this review we discuss how some
specific features of DC may contribute to type 1 diabetes.
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Introduction
Dendritic cells (DCs) constitute a heterogeneous collec-
tion of professional antigen presenting cells (APC) with
different phenotype, tissue localization and function
[1,2]. Each DC subset derives from a common myeloid
precursor. Plasmacytoid DC (pDC) differentiate in the
bone marrow (BM) and immature pDC access lymphoid
organs and, under some restricted inflammatory con-
ditions non-lymphoid tissues, through the blood circula-
tion. Conventional DC (cDC) are the second
heterogeneous population of DC found in lymphoid
organs and non-lymphoid tissues. Unlike pDC, cDC
derive from a common pre-DC precursor that differen-
tiates in lymphoid and non-lymphoid tissues. Two major
cDC subsets are found in lymphoid organs, namely the
CD8a+SirpaCD11b and CD8aSirpa+CD11b+ cDC,
referred to thereafter as CD8+ and Sirpa+ DC respect-
ively. These two subsets are also found in non-lymphoidCurrent Opinion in Immunology 2013, 25:670–675 tissues but express a different phenotype. In peripheral
tissues, CD103+CD11b and CD103CD11b+ cDC are
the counterparts of the lymphoid CD8+ and Sirpa+ DC
subsets, respectively. The CD103CD11b+ subset, how-
ever, also includes monocyte-derived DC in lymphoid
and non-lymphoid tissues.
cDC have a unique capacity for CD4 and CD8T cell
priming and CD8+DC are exquisitely efficient at cross-
presenting exogenous antigen to CD8T cells [1–3]. pDC,
on the other hand, are characterized by their rapid and
massive production of type I interferon (IFN) in response
to TLR7/9 engagement with nucleic acids [4]. Although,
they present antigen to both CD4 and CD8T cells, pDC
are not essential for the initiation of most immune
responses. cDC and pDC contribute to central and per-
ipheral T cell tolerance (see below).
Thymic dendritic cells and central tolerance
In contrast to the DCs found in other lymphoid organs,
thymic DC (tDC) possess high antigen-presenting
capacities and are able to cross present antigens to
CD8T cells in the absence of danger or inflammatory
signals [3]. These features likely allow for optimal self-
antigen presentation and therefore tolerance induction.
The relative contribution of the different tDC subsets to
central tolerance in vivo is still poorly understood. How-
ever, substantial evidence indicates that tDCs contribute
to CD4 and CD8T cell deletion as well as to natural
regulatory T cells (nTreg) generation in vivo.
Thymic DC are found in close interaction with medullary
thymic epithelial cells (mTEC), a strategic localization
that may optimize the uptake of peripheral tissue specific
antigens (TSA) expressed by mTEC [5]. Indeed, among
the different stromal and hematopoietic cells of the
thymus, only tDC are able to present TSA to CD4T
cells in vitro [6]. In transgenic mice expressing the model
protein antigen ovalbumin (OVA) under the rat insulin
promoter leading to ectopic expression of OVA in mTEC,
the deletion of OVA-specific CD4T cells was mediated
by tDC exclusively while both mTEC and tDC induced
deletion of CD8T cells [7]. Similarly, in transgenic mice
with Aire promoter-driven expression of model protein
antigens selectively in mTEC, tDC were found to con-
tribute to CD4T cell deletional tolerance [8–10]. Inter-
estingly, in these experimental models mTEC mainly
induced the development of nTreg [8,9]. Although sev-
eral additional studies highlighted the role of mTEC inwww.sciencedirect.com
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efficient nTreg inducers [11–13].
Induction of central tolerance by peripheral
DC
Thymic CD8+DC derive from BM-precursors that differ-
entiate locally [14]. In agreement with their BM devel-
opmental pathway, thymic pDC are mainly of peripheral
origin. Recent studies showed that about 30% of thymic
Sirpa+ DC correspond to peripheral Sirpa+ cDC homing
to the thymus [15]. Quite remarkably, both peripheral
immature Sirpa+ cDC and pDC were shown to transport
antigen deposited in the skin to the thymus [16,17,18].
Homing of peripheral DC to the thymus was therefore
proposed as an additional mechanism of central tolerance
to peripheral tissue antigen. This mechanism may not
only extend the pool of self-antigens presented locally for
central tolerance but may also integrate the antigenic
diversity generated by post-translational modifications
that may occur in different tissues (see below). Whether
this mechanism actually contributes to central tolerance
remains an open question.
Migratory DC found in non-lymphoid tissues continu-
ously traffic to draining LN through afferent lymphatics
under steady state conditions, thereby contributing to
peripheral self-tolerance. Most DC remain and die
within draining LN but a minute fraction, estimated at
around 20 000 DC/day, can reach the efferent lymphatics
and subsequently the blood circulation [19]. Only 0.2% of
circulating DC, corresponding therefore to 40–80 cells/
day, may home to the thymus [15]. Among those, only a
few may present peripheral tissue antigens under steady-
state conditions. In one study peripheral DC were shown
to tolerize CD4T cells specific for an antigen expressed
in the heart, although expression of the antigen by
mTEC was not formally excluded [16]. Older studies
however showed that circulating steady state DC do not
induce central CD8T cell tolerance in transgenic mice
expressing OVA in the pancreas [20]. Additional studies
are therefore clearly required to clarify the relative
contribution of recirculating peripheral DC in central
tolerance.
Thymus Specific Serine Protease and central
tolerance
Given the major role of mTEC and tDC at inducing
central tolerance, the antigen presenting machinery of
both cell types was expected to mirror that of peripheral
DC [21]. We found however that all tDC subpopulations,
as well as the cTEC but not the mTEC, express the
Thymus Specific Serine Protease (TSSP) while it is
barely detectable in peripheral DC [22], K Mahiddine,
unpublished observation). In Human, prss16, the gene
coding for TSSP, is associated with a diabetes suscepti-
bility locus [23]. However, no functional polymorphismswww.sciencedirect.com were detected in prss16 and TSSP is similarly expressed
in diabetes-resistant or susceptible mice strains ([24,25]
and K Mahiddine, unpublished observation). Remark-
ably, we found that TSSP-deficient NOD mice are com-
pletely protected from spontaneous type 1 diabetes and
severe insulitis [22]. We further showed that diabetes
resistance was a unique property of the CD4T cell
compartment without global alteration of the Treg com-
partment. Extensive analysis of the intra-thymic devel-
opment of several islet-specific CD4T cells showed that
TSSP-deficiency leads to the deletion of a substantial
number of those CD4T cells by BM-derived APC.
Hence, although TSSP-deficient NOD mice maintained
InsB9-23-specific and GAD-specific CD4T cells, around
40% of the tested specificities were not selected in these
mice, including CD4T cells expressing the highly diabe-
togenic NY4.1 CD4T cell receptor ([22] and unpub-
lished observation).
Our results suggest that TSSP, by yet unknown mech-
anisms, impairs the presentation by tDC of some TSA
and consequently limits CD4T cell tolerance (Figure 1).
The extent to which TSSP effects central tolerance may
vary with the mouse genetic background. Indeed NOD
thymocytes are exquisitely resistant to TCR induced
apoptosis [26–28]; any mechanism that may reduce anti-
gen presentation, as is the case for TSSP in tDC, may
therefore significantly affect deletional tolerance. Such
effects may be milder in other strains of mice, an issue
that remains to be addressed.
Tissue specific antigen presentation may
generate neo-self antigens
There is a strong association between particular MHC
class II molecules and type 1 diabetes in both humans and
mice. Diabetes susceptibility class II alleles in mice and
humans present an amino acid substitution in the peptide
binding groove that may affect not only the stability of
MHC class II peptide complexes but also the diversity
and register of peptide binding [29–31,32,33].
CD4T cell responses to the InsB9-23 peptide are thought
of as a major driver of diabetes [34]. Two types of CD4T
cells specific for the InsB9-23 peptide have been gener-
ated and both induce diabetes when transferred into
NOD mice. Unexpectedly, while both efficiently
responded to the InsB9-23 peptide, only type A but
not type B T cells responded to the insulin protein when
presented by spleen APC. However both type A and type
B T cells reacted with unpulsed islet DC or with spleen
DC incubated with beta-cell granules. Additional studies
suggest that the InsB9-23 peptide binds to IAg7 class II
molecules in two different registers [30,31,32]. The
register recognized by type B T cells was only generated
when DC were confronted with insulin in the islets,
suggesting possible local processing events and/or high
local concentration of insulin. Chromogranin A is anotherCurrent Opinion in Immunology 2013, 25:670–675
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TSSP is a critical regulator of type 1 diabetes. TSSP is expressed by all thymic but not by peripheral DC. TSSP, by yet unknown mechanisms, impairs
the presentation by tDC of some class II binding ligands derived from islet-specific antigens (left panel). Consequently in WT NOD mice autoreactive
CD4T cells gain access to the periphery. Since peripheral DC do not express TSSP, even in WT NOD mice, they may present these islet-antigens and
therefore stimulate the autoreactive CD4T cells that have escape central tolerance. Those diabetogenic CD4T cells are deleted in TSSP-deficient mice
(right panel). Consequently, WT but not TSSP-deficient NOD mice develop diabetes.islet antigen targeted by highly diabetogenic BDC-2.5
and BDC-10.1 CD4T cells [33]. These TCRs react with
the WE14 peptide from chromogranin A, a naturally
occurring hormone generated by beta cells. While APC
isolated from islets efficiently stimulate the two CD4T
cells, high peptide concentrations were required to stimu-
late these cells. Treatment of the WE14 peptide with the
enzyme transglutaminase generated a highly immuno-
genic peptide, suggesting that post-translational modifi-
cation may occur in the islets [35].
Dendritic cells in the islet of Langerhans
Like most peripheral tissues, islets of Langerhans contain
DC that are in close proximity with intra-islet blood
vessels [36,37]. In NOD mice, islets mainly contain the
two major subsets of migratory cDC, the CD103+CD11b
and CD103CD11b+ subsets [37,38]. Both subsets
express high MHC class II levels but low levels of
CD80/CD86 and CD40 costimulatory molecules, which
reflect a semi-mature phenotype [37,38]. A similar num-
ber, frequency and phenotype of these DC subsets are
found in pre-diabetic 4–5-week old NOD mice or in
NOD-RAG/ and B6 mice indicating that diabetes
susceptibility is not linked to alteration in the cDC
composition of islets. However, unlike non-autoimmuneCurrent Opinion in Immunology 2013, 25:670–675 mice strains, NOD mice showed a progressive infiltration
of pDC within the islets [39,40].
At steady state, DC in pancreatic LN present islet-derived
antigens to CD4T cells and CD8T cells [36,37]. The islets
of Langerhans, therefore, like other tissues, contain differ-
ent subsets of DC that migrate to draining LN and present
antigens to either CD4 or CD8T cells. These events
generally contribute to peripheral T cell tolerance
(reviewed in [41]). In the NOD mice, however, such
presentation may promote autoimmune diabetes [42].
Dendritic cells in the development of
autoimmune diabetes
While immature steady state DC are globally tolerogenic,
mature DC drive T cell activation and effector T cell
differentiation due to enhanced expression of costimula-
tory molecules and polarizing cytokines. Danger and
inflammatory signals will induce DC maturation.
Toll like receptors (TLR) can sense dead cells or self-
DNA that is released in the extracellular milieu when
clearance of apoptotic cells is impaired. The observation
that Myd88-deficient NOD mice are resistant to diabetes
suggests that TLR and/or other Myd88-dependentwww.sciencedirect.com
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Dendritic cells in the initiation and development of autoimmune diabetes. Immature cDC are found in the islets of Langerhans. In the absence of danger
or inflammatory signals these DC routinely transport islet-derived antigens to the pancreatic LN. There, these immature DC induce T cell tolerance.
Unlike islets of non-diabetes prone mice, islets of NOD mice are infiltrated with pDC, B1a B cells and neutrophils starting around two weeks of age. The
physiological beta-cell death that occurs around two weeks of age leads to an accumulation of apoptotic beta cells that are not efficiently cleared in
NOD mice. Consequently self-DNA accumulates in the extra-cellular milieu and stimulates the production of anti-DNA IgG by B1a B cells and CRAMP
by neutrophils. The resulting complexes engage TLR9 expressed by pDC and induce a burst of IFNa. The cytokine IFNa will induce the maturation of
islet-infiltrating cDC, that will then activate in draining LN the islet-reactive CD4 and CD8T cells thus initiating the autoimmune process that will be
amplified by the induced, local inflammatory response.danger sensing molecules may contribute to diabetes in
the NOD mice [43]. Recent evidence suggests a major
role of TLR9 in diabetes development [40].
Self-DNA stimulates pDC through TLR9. The islets of
NOD mice are infiltrated with pDC starting around two
weeks of ages as well as neutrophils and B1a cells
[39,40]. A set of complementary experiments suggests
a crosstalk between neutrophil, B1a cells and pDC to
generate a local inflammatory response within the islets
and ensuing diabetes. Islet organogenesis is associated
with a massive physiological beta-cell death around 2–3
weeks of age. Apoptotic cells are inefficiently cleared in
NOD mice due to a macrophage defect leading to the
persistence of DNA in the extracellular milieu. Dianawww.sciencedirect.com et al. showed that this DNA formed complexes with anti-
DNA IgG, produced by B1a cells, and neutrophils-
derived DNA-binding peptide CRAMP that efficiently
stimulated IFNa-production by pancreatic pDC through
TLR9 (Figure 2). Blocking IFNa during that time win-
dow protected NOD mice from spontaneous diabetes.
In agreement with the role of IFNa in the initiation of type
1 diabetes, anti-IFNRA1 blocking antibodies significantly
reduced the incidence and delayed onset of diabetes, an
effect that correlated with an increase of immature DC in
pancreatic LN [44]. IFNa exerts broad effects on innate
and adaptive immunity. Notably IFNa promotes
the differentiation of monocyte-derived DC and the
maturation of DC, allowing for enhanced and sustainedCurrent Opinion in Immunology 2013, 25:670–675
674 AutoimmunityMHC class II presentation [45,46]. In addition, IFNa
favors cross-presentation of exogenous antigens by CD8+
DC and consequently CD8T cell responses [47–49].
Enhanced antigen presentation and immunogenicity of
DC, and concomitant beta cell death, may lead to the
accumulation, in pancreatic LN of cohorts of DC capable of
productively activating pathogenic CD4 and CD8T cells, a
possibility that need to be explored in more details.
Concluding remarks
Although the puzzle is far from being complete, substan-
tial experimental evidence exists for a pathogenic role of
DC in the development of autoimmune disease including
type 1 diabetes. Recent studies suggest that beta-cell
antigens may undergo post-translational modification,
thus creating new self-antigens that are not presented
in the thymus. Combined with impaired central tolerance
due to TSSP expression in thymic DC these events may
significantly increase the autoimmune T cell repertoire to
a level that favors autoimmunity.
Evidence also suggests that both genetic and environ-
mental factors may affect beta-cells homeostasis leading
to an uncontrolled local inflammatory response that may
activate the intra-islet DC, thus preventing peripheral T
cell tolerance.
Much work is still needed to define the different environ-
mental factors involved and to understand the molecular
interplay between the different DC subsets and other
cells of the innate and adaptive immune response that
lead to diabetes.
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 Résumé 
Dans le thymus, la présentation par les cellules stromales  thymiques (cellules épithéliales (TEC) ou 
dendritiques (DC)) de peptides dérivés de protéines du soi associés au complexe majeur 
d’histocompatibilité de classe II (CMH-II) est un mécanisme essentiel au développement des lymphocytes 
T CD4 (LT CD4) et à la sélection du répertoire de récepteur à l’antigène (TCR) qu’elles expriment. Ainsi, 
une interaction de faible intensité entre le TCR exprimé par les thymocytes  et les complexes pMHC est 
nécessaire à la sélection positive des thymocytes alors qu’une interaction de forte affinité conduira à la 
délétion.   
L’apprêtement des protéines dans la voie de présentation du CMH-II dépend d’une protéolyse séquentielle  
impliquant un ensemble de protéases de spécificité relativement imprécise.  Ainsi des protéases peuvent 
promouvoir ou empêcher la génération de certains peptides pouvant se lier aux molécules de CMH-II. La 
protéase à sérine spécifique du thymus (TSSP) est exprimée dans le thymus par les TEC du cortex et les DC 
thymiques, mais pas par les DC en périphérie. Différentes études suggèrent que TSSP serait une protéase 
de la voie de présentation du CMH-II qui limiterait par des mécanismes encore inconnus la présentation 
de certains antigènes du « soi » dans le thymus et notamment par les DC.  Ainsi TSSP limiterait la tolérance 
au « soi » dans le thymus. Notamment, nous avons montré que les souris NOD déficientes en TSSP (NOD 
Tssp°) sont résistantes au diabète de type 1 (T1D) corrélé à une délétion accrue de cellules T CD4 
spécifiques de certains antigènes associés au T1D. Ainsi, les souris NOD Tssp° sont partiellement 
tolérantes à S100β, un antigène des îlots de Langerhans associé au développement du T1D. Afin de mieux 
comprendre l’impact de la sélection négative sur le répertoire autoréactif, nous avons analysé le 
répertoire de cellules T CD4 spécifiques de S100β chez des souris NOD sauvages (WT) et NOD Tssp°.  Bien 
que relativement divers, le répertoire TCRαβ présente, dans les deux souches de souris,  un biais pour des 
réarrangements TCRα dominants et publics de faible avidité. Des cellules T CD4 de forte avidité exprimant 
un répertoire privé sont retrouvées chez les souris NOD WT mais sont sélectivement délétés chez les 
souris NOD Tssp°.  Ainsi, l’augmentation de la disponibilité en antigène favorise la délétion de cellules T de 
fortes avidité. 
Parallèlement, nous avons analysé l’effet de l’absence de TSSP sur le développement d’une autre 
pathologie autoimmune médiée par les cellules T CD4, l’encéphalomyélite autoimmune expérimentale 
(EAE) induite par le peptide MOG35-55. Les souris NOD Tssp° développent une pathologie moins sévère que 
les souris sauvage.  Cette réduction de sévérité résulte, au moins en partie, d’une diminution de l’avidité et 
de la fonctionnalité des cellules T CD4 encéphalitogènes spécifiques de MOG35-55.  
L'ensemble de ces travaux et les études précédentes de notre équipe suggère que TSSP, en régulant 
négativement la présentation antigénique, empêche la tolérance au soi et ainsi favorise l'émergence d'un 
répertoire TCR autoréactif de haute avidité pour l'antigène. Dans ce contexte, le maintien de TSSP au cours 
de l'évolution est surprenant. Néanmoins, l'absence de TSSP entraîne également une réduction de réponse 
spécifique de certains antigènes du non soi. Ainsi, dans le thymus, TSSP en limitant la tolérance au soi  
permettrait une diversification du répertoire TCR. 
